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1   Abkürzungsverzeichnis	  
	  
	  
AFP	   	   	   	   	   Alpha-­‐Feto-­‐Protein	  
BT	   	   	   	   	   Break-­‐Through	  
cEVR	   	   	   	   	   Complete	  Early	  Virological	  Response	  
CHC	   	   	   	   	   Chronische	  Hepatitis	  C	  
DAA	   	   	   	   	   Direct	  Acting	  Antivirals	  
ddNTPs	   	   	   	   Didesoxynukleotide	  
DNA	   	   	   	   	   Deoxyribonucleic	  Acid	  
ER	   	   	   	   	   Endoplasmatisches	  Retikulum	  
EVR	   	   	   	   	   Early	  Virological	  Response	  
GOT	  (auch	  ASAT)	   	   	   Glutamat-­‐Oxalacetat-­‐Transaminase	  
GPT	  (auch	  ALAT)	   	   	   Glutamat-­‐Pyruvat-­‐Transaminase	  
GT	   	   	   	   	   Genotyp	  
HAV	   	   	   	   	   Hepatitis	  A	  Virus	  
HBV	   	   	   	   	   Hepatitis	  B	  Virus	  	  
HCC	   	   	   	   	   Hepatocellular	  Carcinoma	  
HCV	   	   	   	   	   Hepatitis	  C	  Virus	  
HIV	   	   	   	   	   Human	  Immunodeficiency	  Virus	  
i.v.	   	   	   	   	   intravenös	  
NR	   	   	   	   	   Non-­‐Response	  
PCR	   	   	   	   	   Polymerase	  Chain	  Reaction	  
RAM	   	   	   	   	   Resistance-­‐Associated	  Mutation	  
RAV	   	   	   	   	   Resistance-­‐Associated	  Variant	  
RKI	   	   	   	   	   Robert-­‐Koch-­‐Institut	  
RNA	   	   	   	   	   Ribonucleic	  Acid	  
RVR	   	   	   	   	   Rapid	  Virological	  Response	  
s.c.	   	   	   	   	   subkutan	  
STI	   	   	   	   	   Sexually	  Transmitted	  Infections	  
SVR	   	   	   	   	   Sustained	  Virological	  Response	  
UAW	   	   	   	   	   unerwünschte	  Arzneimittelreaktion	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2   Einleitung	  
	  
2.1   Epidemiologie	  des	  Hepatitis	  C	  Virus	  (HCV)	  
  
Die	  Zahl	  der	  weltweit	  chronisch	  Infizierten	  beträgt	  zwischen	  130	  000	  000	  und	  150	  000	  000	  und	  
700	  000	  Menschen	  sterben	  jährlich	  aufgrund	  der	  Folgen	  der	  Hepatitis	  C	  (1).	  
	  
Die	   Prävalenz	   variiert	   stark	   je	   nach	   geographischer	   Region.	   Während	   die	   Prävalenz	   in	  
Deutschland	   auf	   0,3	   %	   geschätzt	   wird	   und	   auch	   in	   den	  meisten	   Ländern	   unter	   3	   %	   liegt,	  
existieren	  in	  einigen	  Regionen	  Afrikas	  und	  Asiens	  HCV-­‐Prävalenzen	  von	  bis	  zu	  15	  %.	  
In	  Europa	  leben	  schätzungsweise	  2	  –	  5	  Millionen	  HCV	  Infizierte	  (2).	  
Es	   wurden	   drei	   Hauptrisikofaktoren	   für	   eine	   HCV	   Infektion	   in	   Deutschland	   identifiziert.	  
Hochrisikogruppen	  sind	  Konsumenten	   intravenöser	  Drogen,	  Migranten	  und	  Empfänger	  von	  
Blutprodukten	   vor	   1991.	   Ein	   Anti-­‐HCV	   Screening	   von	   Blutprodukten	   wird	   ab	   1991	  
durchgeführt.	  Seit	  1999	  wird	   in	  Deutschland	  zusätzlich	  ein	  HCV-­‐RNA	  Amplifikationstest	  bei	  
Blut-­‐	  und	  Plasmaspenden	  durchgeführt	  (3).	  
	  
Eine	   Übertragung	   erfolgt	   überwiegend	   parenteral	   durch	   Kontakt	  mit	   kontaminiertem	   Blut	  
oder	   Blutprodukten.	   In	   der	   Gruppe	   der	   i.v.	   Drogenkonsumenten	   geht	   das	   needle	   sharing	  
(gemeinsamer	  Gebrauch	  von	  Spritzen	  und	  Kanülen)	  mit	  einem	  erhöhten	  HCV-­‐Infektionsrisiko	  
einher.	   Auch	   bei	   medizinischem	   Personal,	   insbesondere	   bei	   Durchführung	   invasiver	  
Tätigkeiten	  bei	  HCV-­‐positiven	  Patienten,	  besteht	  ein	  erhöhtes	  Infektionsrisiko.	  Insgesamt	  ist	  
das	  Risiko	  der	  Infektion	  durch	  eine	  Stichverletzung	  geringer	  als	  1	  %.	  Eine	  sexuelle	  Übertragung	  
von	  HCV	  ist	  möglich,	  das	  Übertragungsrisiko	  ist	  jedoch	  gering.	  Bestimmte	  Sexualpraktiken,	  wie	  
ungeschützter	   Analverkehr	   und	   verletzungsträchtige	   Praktiken,	   erhöhen	   das	   Risiko.	   Eine	  
vertikale	  Transmission	  von	  Mutter	  auf	  Kind	  wird	  mit	  1	  –	  6	  %	  angegeben	  und	  hängt	  von	  der	  
Viruskonzentration	  im	  mütterlichen	  Blut	  ab.	  Eine	  Virusübertragung	  durch	  das	  Stillen	  gilt	  nach	  
derzeitigem	  Kenntnisstand	  als	  unwahrscheinlich.	  
Ebenfalls	  kann	  in	  anderen	  Körperflüssigkeiten	  wie	  Speichel,	  Schweiß,	  Tränen	  und	  Sperma	  HCV	  
nachweisbar	   sein,	   eine	   Ansteckung	   durch	   diese	   Körperflüssigkeiten	   gilt	   jedoch	   als	   äußerst	  
unwahrscheinlich	  (2).	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2.2   Taxonomie	  und	  HCV-­‐Genotypen	  
	  
Das	  Hepatitis	  C	  Virus	  ist	  der	  Gattung	  der	  Hepaciviren	  zugehörig.	  Zusammen	  mit	  der	  Gattung	  
Flaviviren	   gehören	   Hepaciviren	   zur	   Familie	   der	   Flaviviridae.	  
Das	   Erbmaterial	   des	   Hepatitis	   C	   Virus	   wurde	   1989	   erstmals	   identifiziert,	   davor	   wurde	   die	  	  
Hepatitis-­‐C-­‐Erkrankung	  unter	  dem	  Namen	  Hepatitis-­‐non-­‐A-­‐non-­‐B	  geführt	  (4).	  
	  
Weltweit	  sind	  insgesamt	  sieben	  Hepatitis	  C	  Genotypen	  und	  über	  80	  verschiedene	  Subtypen	  
bekannt.	   Genotypen	   werden	   mit	   arabischen	   Ziffern	   und	   die	   Subtypen	   mit	   lateinischen	  
Kleinbuchstaben	   klassifiziert.	   Verschiedene	   Genotypen	   unterscheiden	   sich	   über	   30	   %,	  
Subtypen	  zwischen	  15	  –	  25	  %	  in	  der	  Nukleotidsequenz	  (5).	  Diese	  große	  Unterschiedlichkeit	  
innerhalb	  eines	  Geno-­‐	  und	  sogar	  Subtyps	  ist	  auf	  die	  Ungenauigkeit	  der	  Replikation	  der	  RNA	  
durch	  die	  RNA-­‐abhängige-­‐RNA-­‐Polymerase	  (RdRp)	  zurückzuführen	  (6).	  
	  
Die	   verschiedenen	   Genotypen	   zeigen	   eine	   geographische	   Verteilung:	  
Weltweit	   kommen	   die	   Typen	   1a,	   1b	   und	   3a	   am	   häufigsten	   vor.	   Diese	   dominieren	   in	   den	  
meisten	   Industrieländern	   wie	   in	   Deutschland	   und	   in	   den	   anderen	   Europäischen	   Staaten.	  
Der	  Genotyp	  2	  kommt	  vorwiegend	  in	  West-­‐Afrika	  vor,	  der	  Genotyp	  4	  findet	  sich	  in	  Zentral-­‐	  
und	  Nord-­‐Afrika.	  Der	  Genotyp	  5	  kommt	  sehr	  selten	  vor	  (weniger	  als	  1	  %	  der	  HCV	  Infektionen	  
weltweit).	  Zu	  finden	  ist	  dieser	  hauptsächlich	  in	  Südafrika	  (7).	  Genotyp	  6	  ist	  bei	  nur	  ca.	  1	  %	  der	  
HCV	   Infizierten	   weltweit,	   hauptsächlich	   in	   Südostasien	   und	   Südchina,	   zu	   finden	   (8).	   Der	  
Genotyp	  7	  wurde	  zuletzt	  identifiziert	  und	  konnte	  von	  einem	  in	  Kanada	  lebenden	  Immigranten	  
aus	  dem	  Kongo	  isoliert	  werden	  (9),	  (5).	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Abbildung	  1:	  Verteilung	  der	  HCV-­‐Genotypen	  in	  Deutschland	  
In	  diesem	  Tortendiagramm	  ist	  die	  prozentuale	  Verteilung	  der	  HCV-­‐Genotypen	  in	  Deutschland	  dargestellt.	  Die	  Daten	  wurden	  
der	  Los	  Alamos	  HCV	  Sequence	  Database	  entnommen	  (10).	  
	  
	  
2.3   Genom,	  Replikation,	  Eintritt	  und	  Freisetzung	  
	  
HCV	  ist	  ein	  behülltes	  RNA	  Virus,	  dessen	  Genom	  aus	  ca.	  9500	  Nukleotiden	  besteht.	  Die	  Virus-­‐
RNA	   ist	   linear,	   einzelsträngig	   und	   besitzt	   eine	   Plusstrang-­‐Polarität.	  
Der	  Open	  Reading	  Frame	  (ORF)	  des	  RNA	  Virus	  kodiert	  ein	  Polyprotein,	  das	  posttranslational	  
durch	  die	  zelluläre	  Signal-­‐Peptidase	  sowie	  durch	  die	  HCV-­‐Proteasen	  (NS2-­‐3-­‐Autoprotease	  und	  
NS3-­‐4A-­‐Serinprotease)	   in	   vier	   Strukturproteine	   und	   sechs	   nicht-­‐strukturelle	   Proteine	  
gespalten	  wird.	   Bei	   den	   Strukturproteinen	   handelt	   es	   sich	   um	   Core,	   E1,	   E2	   und	   p7.	   Diese	  
Proteine	   kodieren	   für	   das	   Kapsid	   (Core),	   Hüllglykoproteine	   (E1	   und	   E2)	   und	   integrales	  
Membranprotein	   (p7).	  Neben	  den	  Strukturproteinen	  beinhaltet	  das	  Genom	  des	  Virus	  noch	  
sechs	  nicht-­‐strukturelle	  Proteine	  (NS).	  Diese	  werden	  als	  NS	  2,	  3,	  4A,	  4B,	  5A	  und	  5B	  bezeichnet	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Abbildung	  2:	  Schematische	  Darstellung	  der	  genomischen	  Struktur	  von	  HCV	  
Diese	  Abbildung	  zeigt	  die	  vereinfachte	  nicht	  maßstabgerechte	  Darstellung	  der	  HCV	  Genomstruktur.	  Die	  3‘-­‐	  und	  5‘-­‐UTRs	  
(untranslatierten	  Regionen)	  sind	  in	  mutmaßlichen	  Sekundärstrukturen	  dargestellt.	  Das	  HCV-­‐Polyprotein	  ist	  als	  langes	  
Rechteck	  dargestellt,	  die	  einzelnen	  Proteine	  entstehen	  nach	  posttranslationaler	  Spaltung:	  Core	  Protein	  (C),	  Hüllproteine	  (E1,	  
E2),	  p7-­‐Protein	  (p7)	  und	  die	  sechs	  nicht-­‐strukturellen	  Proteine:	  (NS2,	  NS3,	  NS4A,	  NS4B,	  NS5A,	  NS5B).	  Die	  Spaltpunkte	  sind	  
ebenfalls	  markiert.	  An	  den	  schwarzen	  Dreiecken	  spaltet	  die	  zelluläre	  Signal-­‐Peptidase,	  an	  dem	  schwarzen	  Pfeil	  die	  HCV-­‐NS2-­‐
3-­‐Autoprotease	  und	  an	  den	  weißen	  Pfeilen	  die	  NS3-­‐4A-­‐Serine-­‐Protease	  das	  HCV-­‐Polyprotein	  (12).	  
	  
	  
1.   Bindung	  und	  Penetration	  
HCV	   gelangt	   mittels	   Rezeptor-­‐vermittelter	   Endozytose	   in	   die	   Hepatozyten.	  
Die	  Hüllproteine	  E1	  und	  E2	  spielen	  eine	  wichtige	  Rolle	  in	  der	  Virusaufnahme.	  Diese	  bilden	  ein	  
durch	   Disulfidbrücken	   stabilisiertes,	   nicht-­‐kovalentes	   Heterodimer,	   welches	   die	  
Rezeptorbindung	   und	   Endozytose	   ermöglicht.	   Die	   virale	   Membran	   verschmilzt	   mit	   der	  
Zellmembran,	   so	   dass	   die	   virale	   RNA	   Zugang	   zum	   Cytoplasma	   der	   Zelle	   erhält.	  
Viele	   Rezeptoren	  modulieren	   die	   Virusaufnahme	   in	   die	   Hepatozyten,	   z.B.	   Rezeptoren	   des	  
Cholesterin-­‐Stoffwechsels.	  Erkenntnisse	  aus	  HCV-­‐Zellkulturen	  zeigen,	  dass	  HCV-­‐Partikel	  einen	  
hohen	  Gehalt	  an	  Lipiden	  und	  Cholesterolen	  aufweisen	  und	  mit	  apoE	  und	  apoC-­‐I	  interagieren.	  
Dies	   führte	   zu	   der	   These	   eines	   HCV-­‐Lipoviropartikels	   (LVP),	   welches	   die	   HDL-­‐	   und	   LDL-­‐
Rezeptoren	   der	   Hepatozyten	   nutzen,	   um	   sich	   Eintritt	   in	   die	   Zelle	   zu	   verschaffen.	  
Der	  CD81-­‐Rezeptor	  und,	   in	  Hinblick	  auf	  die	  hohe	  Expression	  an	  Hepatozytenmembran,	  der	  
NPC1L1-­‐Rezeptor	  (Niemann-­‐Pick	  C1-­‐like	  1),	  CLDN1	  (tight-­‐junction-­‐Protein	  Claudin1)	  und	  der	  
SCARB1-­‐Rezeptor	  (scavenger	  receptor	  class	  B	  member	  1)	  beeinflussen	  den	  Eintritt	  der	  HCV-­‐
Viren	  in	  hohem	  Maße	  (13).	  
	  
2.   Uncoating	  
Nach	  Bindung	   an	  die	   Zellmembran	   fusioniert	   die	   virale	  Membran	  mit	   dieser	   und	   setzt	   die	  
Viruspartikel	  frei.	  RNA	  positiver	  Polarität	  gelangt	  in	  das	  Zytoplasma	  und	  dient	  zusammen	  mit	  
neu	  synthetisierter	  RNA	  als	  messenger	  RNA	  (mRNA)	  für	  die	  Synthese	  des	  HCV-­‐Polyproteins	  
(11).	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3.   RNA	  Translation	  
Nach	   Aufnahme	   der	   Viren	   in	   das	   Cytoplasma	   gelangt	   die	   virale	   RNA	   an	   das	   raue	  
endoplasmatische	   Retikulum	   (rER).	   Dort	   wird	   die	   RNA	   direkt	   zur	   Translation	   genutzt.	   Das	  
daraus	  resultierende	  HCV	  Polyproteins	  umfasst	  ca.	  3000	  Aminosäuren	  und	  wird	  anschließend	  
von	  zellulären	  und	  viralen	  Proteasen	  in	  die	  zehn	  Endprodukte	  gespalten.	  Während	  Core,	  E1	  
und	  E2	  Hauptkomponenten	  des	  Viruspartikels	  ausbilden,	  beteiligen	  sich	  das	  Viroporin	  p7	  und	  
NS2	  an	  der	  Viruszusammenfügung	  (14).	  
Die	   NS2	   Region	   und	   das	   N-­‐terminale	   Ende	   der	   NS3-­‐Region	   kodieren	   für	   die	   NS2-­‐NS3-­‐
Autoprotease.	  Der	  größte	  Teil	  des	  NS3-­‐Proteins	  bildet	  die	  NS3-­‐Serine-­‐Protease.	  NS4A	  enthält	  
einen	  Cofaktor,	  der	  als	  wesentlicher	  Bestandteil	  des	  Enzymkernes	  für	  die	  Aktivität	  der	  NS3-­‐
Protease	  verantwortlich	  ist.	  NS4B	  kodiert	  für	  ein	  integrales	  Membranprotein,	  welches	  an	  der	  
Membran	  des	  ERs	  lokalisiert	  ist	  und	  durch	  seine	  Expression	  Veränderungen	  an	  der	  Membran	  
induziert.	  Dieses	  wird	  auch	  als	  Membran-­‐Netz	  (membranous	  web)	  bezeichnet	  und	  bildet	  das	  
Gerüst	  zur	  Bildung	  des	  viralen	  Replikationskomplexes	  (15).	  
NS5A	   ist	   ein	   Zink-­‐Metalloprotein	   und	   kommt	   in	   verschiedenen	   phosphorylierten	  
Modifikationen	  vor.	  Der	  Phosphorylierungsstatus	  des	  NS5A-­‐Proteins	  reguliert	  die	  Aktivität	  der	  
NS5B-­‐RNA-­‐Polymerase	  und	  damit	  der	  viralen	  Replikation	  (11).	  
Das	  wichtigste	  Enzym	  für	  die	  Synthese	  von	  neuen	  RNA	  Genomen	  bildet	  die	  NS5B-­‐Region:	  Die	  
RNA-­‐abhängige-­‐RNA-­‐Polymerase	  ist	  essentieller	  Bestandteil	  des	  Replikationskomplexes	  (15).	  
	  
4.   Replikation	  
Die	  Replikation	  wird	  katalysiert	  durch	  die	  NS5B-­‐RNA-­‐abhängige-­‐RNA-­‐Polymerase	  und	  findet	  
in	   zwei	   Schritten	   statt.	  Der	  Plus-­‐Strang	   fungiert	   zuerst	   als	  Matrize	   für	   einen	  Minus-­‐Strang.	  
Dieser	  stellt	  ein	  Zwischenprodukt	  dar	  und	  wird	  im	  zweiten	  Schritt	  als	  Matrize	  für	  zahlreiche	  
Plus-­‐Stränge	   verwendet.	  Die	  RNA	  positiver	   Polarität	  wird	   entweder	   für	   die	   Synthese	   eines	  
erneuten	   Minus-­‐Strang-­‐Zwischenprodukts	   oder	   für	   die	   Translation	   des	   HCV-­‐Polyproteins	  
verwendet	   oder	   in	   neu	   entstandene	   Viruspartikel	   verpackt	   (16).	   RNA	   positiver	   Polarität	  
entsteht	  im	  fünf-­‐	  bis	  zehnfach	  erhöhtem	  Größenverhältnis	  (14).	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5.   Zusammenbau	  und	  Freisetzung	  
Nach	   Replikation	   und	   Translation	   werden	   die	   neu	   entstandenen	   HCV-­‐Virione	   entlang	   der	  
zelleigenen	   sekretorischen	   Bahnen	   zum	   Golgi-­‐Apparat	   transportiert,	   an	   welchem	   die	  
Hüllproteine	   E1	   und	   E2	   noch	   modifiziert	   werden.	   Sowohl	   die	   Mikrotubuli	   als	   auch	   das	  
endozytotische	  Recycling-­‐Kompartiment	  der	  Zelle	  sind	  an	  dem	  Transport	  und	  der	  Sekretion	  
beteiligt.	  Schlussendlich	  werden	  die	  Virione	  über	  Exozytose	  freigesetzt	  und	  können	  andere	  
Hepatozyten	  infizieren	  (14).	  
	  
2.4   Klinische	  Symptomatik	  
	  
Die	  Inkubationszeit	  beträgt	  2	  Wochen	  bis	  6	  Monate	  (2).	  
Das	  Hepatitis-­‐C-­‐Virus	   verursacht	   akute	  und	   chronische	   Infektionen.	  Akute	  HCV-­‐Infektionen	  
verlaufen	  meist	  asymptomatisch	  und	  anikterisch	  und	  werden	  aufgrund	  dessen	  häufig	  nicht	  
diagnostiziert.	  Die	  selten	  auftretende	  klinisch	  manifeste	  akute	  Hepatitis-­‐C-­‐Infektion	  geht	  mit	  
Ikterus	  und	  korrelierend	  mit	  dem	  Ausmaß	  der	  Leberzellschädigung	  mit	  5	  –	  10-­‐fach	  erhöhten	  
Transaminasenwerten	  für	  Glutamat-­‐Oxalacetat-­‐Transaminase	  (GOT)	  und	  Glutamat-­‐Pyruvat-­‐
Transaminase	  (GPT)	  einher	  (17).	  15	  –	  45	  %	  der	  akuten	  HCV-­‐Infektionen	  heilen	  innerhalb	  von	  
6	  Monaten	  spontan	  aus.	  In	  den	  meisten	  Fällen	  (55	  –	  85	  %)	  verläuft	  die	  Infektion	  chronisch.	  Bei	  
chronischen	   Infektionen	   sind	   bis	   zu	   3-­‐fach	   erhöhte	   Transaminasewerte	   nachweisbar.	   Eine	  
spontane	   Ausheilung	   im	   chronischen	   Stadium	   ist	   selten	   (1).	  
Laut	  S3-­‐Leitlinie	  „Prophylaxe,	  Diagnostik	  und	  Therapie	  der	  Hepatitis-­‐C-­‐Virus(HCV)-­‐Infektion“	  
aus	  dem	  Jahr	  2018	  wird	  eine	  chronische-­‐HCV-­‐Infektion	  wie	  folgt	  definiert:	  
„Länger	  als	  6	  Monate	  fortbestehende	  Infektion	  mit	  dem	  HCV	  (HCV-­‐RNA	  positiv).	  Diese	  kann	  zu	  
einer	   klinisch-­‐chemisch	   und/oder	   histologisch	   nachweisbaren	   Leberschädigung	  
unterschiedlichen	  Ausmaßes	  und	  extrahepatischen	  Manifestationen	  führen“	  (18).	  
Eine	   chronische	   HCV	   Infektion	   geht	   mit	   einer	   Verminderung	   der	   Lebensqualität	   einher.	  
Häufige	  Symptome	  einer	  chronischen	  HCV-­‐Infektion	  sind	  Müdigkeit	  und	  Einschränkung	  der	  
kognitiven	   Leistungsfähigkeit.	   Darüber	   hinaus	   tragen	   auch	   Arthralgien	   und	   Myalgien	   zu	  
erhöhten	   Morbidität	   bei	   (19).	   Des	   Weiteren	   haben	   Patienten	   mit	   einer	   chronischen	  	  
Hepatitis	   C	   (CHC)	   eine	   signifikant	   erhöhte	   Lebenszeitprävalenz	   für	   schwere	   depressive	  
Episoden	  und	  Panikstörungen	  (20).	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Die	  CHC	  und	  die	  einhergehenden	  Umbauvorgänge	  der	   Leber	  können	  bei	  den	  Patienten	   zu	  
Leberfibrose,	  Leberzirrhose	  und	  HCC	  führen.	  Das	  Risiko	  der	  Ausbildung	  einer	  Leberzirrhose	  
innerhalb	  von	  20	  Jahren	  beträgt	  15	  –	  30	  %	  und	  das	  Risiko	  auf	  dem	  Boden	  einer	  Zirrhose	  an	  
einem	  HCC	  zu	  erkranken	  beträgt	  2	  –	  4	  %	  pro	  Jahr	  (1).	  
Im	   Verlauf	   können	   extrahepatische	   Symptome	   und	   Erkrankungen	   auftreten.	   Bis	   zu	   zwei	  
Dritteln	   der	   Patienten	   entwickeln	   eine	   extrahepatische	   Manifestation,	   die	   u.a.	   den	  
endokrinologischen,	  rheumatischen,	  hämatologischen	  und	  dermatologischen	  Formenkreisen	  
zuzuordnen	   sind,	   dazu	   gehören	   u.a.	   Kryoglobulinämie,	   B-­‐Zell-­‐Non-­‐Hodgkin-­‐Lymphom,	  
Glomerulonephritis,	   Sicca	   Syndrom,	   Porphyria	   Cutanea	   Tarda,	   die	   Entwicklung	   von	  
Autoantikörpern	  und	  kardiovaskuläre	  Erkrankungen	  (19),	  (21).	  
	  
2.5   Diagnostik	  
	  
Zum	  Screening	  wird	  der	   indirekte	  Erregernachweis	  von	  HCV-­‐Antikörpern	  (Anti-­‐HCV)	  mittels	  
ELISA	  durchgeführt.	  Als	  Bestätigungstest	  eines	   reaktiven	  Anti-­‐HCV	  ELISA	  kann	  ein	  weiterer	  
indirekter	  Erregernachweis	  mittels	  Immunoblot	  durchgeführt	  werden.	  Dieser	  nutzt	  definierte	  
Antigene	  der	  Core-­‐Region,	  des	  E2	  Proteins,	  der	  NS3-­‐Helikase-­‐	  sowie	  der	  NS4A-­‐,	  NS4B-­‐	  und	  
NS5A-­‐Proteine	   (22).	  Anschließend	  wird	  der	  direkte	  Nachweis	  von	  HCV-­‐RNA	   im	  Serum	  oder	  
Plasma	   in	   der	   Polymerasekettenreaktion	   (PCR)	   empfohlen.	   Dies	   dient	   neben	   der	  
Diagnosesicherung	   auch	   der	   Bestimmung	   der	   Viruslast	   und	   des	   Genotyps.	   Auch	   unter	  
Therapie	  sollten	  regelmäßige	  Kontrollen	  der	  Viruslast	  mittels	  quantitativer	  PCR	  durchgeführt	  
werden	  (18).	  
	  
Erhöhte	   Transaminasenwerte	   sind	   ein	   häufiges	   Ergebnis	   ambulanter	   und	   klinischer	  
Routinelaboruntersuchungen.	   Dieser	   Parameter	   ist	   ein	   Indikator	   der	   unspezifischen	  
Leberschädigung	  unklarer	  Ursache	  und	  sollte	  Grundlage	  weiterführender	  Diagnostik	  sein.	  
Bei	  unklarer	  Transaminasenerhöhung	  empfiehlt	  sich	  neben	  Screening	  auf	  HBV-­‐	  und	  HCV-­‐	  auch	  
der	  Ausschluss	  einer	  HAV-­‐	  und	  HEV-­‐Infektion.	  
Laut	   S3	   Leitlinie	   ist	   bei	   Patienten	  mit	   erhöhten	   Transaminasen	   (GPT	   und	   GOT)	   sowie	   bei	  
klinischen	  Zeichen	  einer	  Hepatitis	  oder	  Lebererkrankung	  eine	  HCV-­‐Diagnostik	  indiziert.	  
Bestimmte	  Personengruppen	  unterliegen	  durch	  ihre	  Lebensumstände	  einem	  erhöhten	  Risiko	  
der	  HCV-­‐Infektion.	  Eine	  Empfehlung	  zum	  HCV-­‐Screening	  wird	  entsprechend	  aktueller	  Leitlinie	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angegeben	   bei	   „[...]	   Empfängern	   von	   Blut	   und	   Blutprodukten	   (vor	   1992),	  
Transplantatempfängern	   (vor	   1992),	   Hämodialyse-­‐Patienten,	   aktiven	   und	   ehemaligen	  	  
i.	   v./nasal	   Drogengebrauchern,	   Insassen	   von	   Justizvollzugsanstalten,	   Personen,	   die	  
Tätowierungen	  oder	  Piercings	  tragen,	  HIV-­‐	  und/oder	  HBV-­‐Infizierten,	  Haushaltsangehörigen	  
bzw.	   Sexualpartnern	   HCV-­‐Infizierter,	   Patienten	   mit	   Hochrisiko-­‐Sexual-­‐Praktiken	   und	   STI,	  
Kindern	  von	  HCV-­‐infizierten	  Müttern,	  Personen	  mit	  Migrationshintergrund	  aus	  Regionen	  mit	  
erhöhter	  HCV-­‐Infektionsrate,	  Personen	  mit	  beruflich	  bedingtem	  Infektionsrisiko,	  Blut-­‐,	  Organ-­‐	  
und	  Gewebespendern“	  (18).	  
Bei	  Erstdiagnose	  sind	  neben	  Blutbild	  klinisch-­‐chemische	  Basistests	  (Aminotransferasen,	  γ-­‐GT,	  
AP,	  K,	  Na,	  Kreatinin,	  Gesamteiweiß,	  Eiweiß-­‐Elektrophorese,	  Bilirubin,	  TSH,	  Gerinnungsstatus)	  
erforderlich.	  Zur	  Kontrolle	  der	  Leberfunktion	  sind	  zusätzliche	  Tests	  (z.	  B.	  Albumin,	  Quick/INR)	  
sinnvoll.	  Die	  Durchführung	  einer	  virologisch-­‐serologischen	  Diagnostik	  auf	  Hepatitis	  B	   (HBV)	  
und	  Human	  Immunodeficiency	  Virus	  (HIV)	  detektiert	  eventuelle	  Ko-­‐Infektionen	  (18).	  
Weitere	  Verlaufsdiagnostik	  wird	  zur	  Überwachung	  der	  Leberschädigung	  bzw.	  zur	  frühzeitigen	  
Diagnose	   eines	   HCCs	   durchgeführt.	   Dazu	   zählen	   Oberbauchsonographien	   oder	   andere	  
Methoden	   der	   Leber-­‐Bildgebung,	   Bestimmungen	   des	   Alphafetoproteins	   (AFP)	   sowie	   die	  
histologische	  Untersuchung	  von	  Leberbiopsien	  (23).	  
2.6   Therapie	  
	  
Chronisch	   verlaufende	   Hepatitis-­‐C-­‐Infektionen	   gehen	   mit	   leberbezogenen	   Komplikationen	  
(z.B.	  Leberfibrose,	  Leberzirrhose,	  HCC)	  sowie	  mit	  einem	  signifikant	  erhöhtem	  leberbezogenen	  
Mortalitätsrisiko	   einher	   (24).	   Weltweit	   sind	   25	   %	   der	   Leberzirrhosen	   und	   27	   %	   der	  
Leberkarzinome	  durch	  Hepatitis	  C	  verursacht	  (25).	  
Bei	  dem	  Vorhandensein	  einer	  CHC	  ist	  grundsätzlich	  eine	  Therapieindikation	  gegeben	  (18).	  
	  
2.6.1   Virologisches	  Ansprechen	  während	  und	  nach	  Therapie	  
	  
Das	   Ziel	   einer	   Therapie	   ist	   es	   eine	   sustained	   virological	   response	   (SVR)	   zu	   erlangen.	  
Diese	  wird	  definiert	  als	  fehlende	  Nachweisbarkeit	  von	  HCV-­‐RNA	  mindestens	  24	  Wochen	  nach	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Therapieende.	  Der	  Rückgang	  der	  HCV-­‐RNA	  im	  Blut	  gilt	  als	  Parameter	  für	  den	  Therapieerfolg.	  
In	   der	   nachfolgenden	   Tabelle	   sind	   die	   verschiedenen	   Möglichkeiten	   des	   virologischen	  
Ansprechens	  samt	  Nomenklatur	  zusammengestellt	  (17).	  
	  
Tabelle	  1:	  Virologisches	  Ansprechen	  während	  und	  nach	  Therapie	  




Schnelles	  virologisches	  Ansprechen:	  
Rascher	  Abfall	  der	  HCV-­‐RNA	  unter	  die	  






Frühes	  virologisches	  Ansprechen:	  
Abfall	  der	  HCV-­‐RNA	  um	  min.	  2log10-­‐Stufen	  der	  






Komplettes	  frühes	  virologisches	  Ansprechen:	  
Abfall	  der	  HCV-­‐RNA	  unter	  die	  Nachweisgrenze	  	  
(<	  50	  IU/ml)	  
ca.	  zwölfte	  
Therapiewoche	  
slow	  response	   Langsames	  virologisches	  Ansprechen:	  
Abfall	  der	  HCV-­‐RNA	  um	  min.	  2log10-­‐Stufen	  der	  
Ausgangskonzentration	  oder	  unter	  30	  000	  IU/ml	  






Durchbruch:	  Anstieg	  der	  HCV	  RNA	  (>1log10)	  oder	  
positiver	  RNA	  Befund	  nach	  fehlender	  




fehlendes	  virologisches	  Ansprechen:	  	  
geringerer	  Abfall	  der	  HCV-­‐RNA	  Konzentration	  
(weniger	  als	  2log10-­‐Stufen)	  bis	  zu	  Woche	  12	  oder	  






dauerhaftes	  virologisches	  Ansprechen:	  	  
fehlende	  Nachweisbarkeit	  von	  HCV-­‐RNA	  
24.	  Woche	  
nach	  Therapie	  
Relapse	   Rückfall:	  Fehlende	  Nachweisbarkeit	  der	  HCV-­‐RNA	  
unter	  Therapie	  gefolgt	  von	  einem	  Anstieg	  der	  
RNA	  nach	  Therapieende	  
nach	  Therapie	  
	  
2.6.2   Interferon:	  Therapie	  der	  Vergangenheit	  
	  
In	  der	  Vergangenheit	  erfolgte	  die	  Therapie	  der	  chronischen	  Hepatitis	  C	  mittels	  pegyliertem	  
Interferon	  alpha	  in	  Kombination	  mit	  Ribavirin.	  Die	  Therapiedauer	  richtete	  sich	  nach	  Genotyp	  
und	   betrug	   in	   der	   Regel	   24	   –	   48	  Wochen.	   Für	   den	   Genotyp	   1	   konnte	   bei	   vermindertem	  
virologischen	   Ansprechen	   die	   Therapie	   auf	   bis	   zu	   72	   Wochen	   verlängert	   werden	   (26).	  
Interferonhaltige	   Therapien	   sind	   reich	   an	   unerwünschten	   Arzneimittelwirkungen	   (UAW).	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Sehr	   häufig	   auftretende	   Nebenwirkungen	   sind	   allgemeine	   Schwäche,	   grippeähnliche	  
Symptome	   mit	   Fieber,	   Schüttelfrost,	   Müdigkeit	   und	   Gelenkschmerzen	   sowie	  
Hauterscheinungen.	  Häufig	  treten	  als	  schwerwiegende	  Nebenwirkungen	  Veränderungen	  des	  
Blutbildes	  wie	  Anämie	  und	  suppressive	  Effekte	  auf	  Knochenmark	  und	  Gerinnungssystem	  wie	  
Leukopenie	   oder	   Thrombozytopenie	   auf	   (27).	   Auch	   wird	   von	   unerwünschten	  
neuropsychiatrischen	   Nebenwirkungen	   unter	   Interferon/Ribavirin-­‐Therapie	   berichtet,	   dazu	  
zählen	  insbesondere	  depressive	  Episoden,	  Erschöpfung,	  Schlafstörungen	  und	  Gereiztheit	  (28).	  
	  
Schwerwiegende	  unerwünschte	  Therapieeffekte	   führten	  oft	   zur	   verminderten	  Compliance,	  
zur	  Dosisreduktion	  oder	  sogar	  zu	  einem	  Therapieabbruch.	  
Als	   Kontraindikation	   für	   eine	   Interferon-­‐alpha-­‐basierte	   Therapie	   zählte	   unter	   anderem	  die	  
dekompensierte	   Leberzirrhose	   (29).	   Eine	   therapeutische	   Alternative	   ohne	   Interferone	  
bestand	  jedoch	  bis	  vor	  Entwicklung	  der	  DAAs	  nicht.	  In	  diesen	  Situationen	  war	  eine	  antivirale	  
Therapie	  nur	  mit	  bestehender	  Transplantationsbereitschaft	  möglich	  (17).	  
Für	  die	  Genotypen	  2	  und	  3	  konnten	  mittels	  Therapie	  mit	  Interferon	  und	  Ribavirin	  suffizient	  
hohe	   Ansprechraten	   von	   93	   –	   100	   %	   und	   79	   –	   93	   %	   erzielt	   werden	   (30).	  
Der	  Genotyp	   1,	   der	   bei	   deutschen	   und	   europäischen	  Hepatitis-­‐C-­‐Infizierten	   am	  häufigsten	  
vorkommt,	   konnte	   mittels	   einer	   interferonbasierten	   Therapie	   nicht	   zufriedenstellend	  
therapiert	  werden.	  Die	  Erfolgsrate	  (SVR)	  betrug	  annähernd	  50	  %	  (26).	  
	  
2.6.3   Direct	  Acting	  Antiviral	  Agents	  	  
	  
Die	  Kenntnis	  und	  das	  Verständnis	  des	  Genoms	  des	  Hepatitis-­‐C-­‐Virus	  führte	  zur	  Entwicklung	  
der	   Direct	   Acting	   Antivirals	   (DAA),	   welche	   in	   den	   Replikationszyklus	   von	   HCV	   eingreifen.	  
DAA	   umfassen	   zum	   einen	   NS3-­‐Proteaseinhibitoren	   (Suffix	   -­‐previr).	   Weitere	   Medikamente	  
inhibieren	  die	  Virusreplikation.	  Diese	  wirken	  direkt	  an	  der	  NS5B-­‐Replikase	  (Suffix	  -­‐buvir)	  oder	  
am	  dazugehörigen	  Cofaktor	  NS5A	  (Suffix	  -­‐asvir).	  
	  
Mit	   der	   Zulassung	   des	   NS5B-­‐Replikase-­‐Inhibitors	   Sofosbuvir	   im	   Jahre	   2014	   hat	   sich	   die	  
antivirale	  Therapie	  und	  die	  damit	  einhergehende	  Therapieprognose	  grundlegend	  verändert.	  
Gekennzeichnet	   ist	   die	   DAA-­‐Therapie	   durch	   ihre	   hohe	   Erfolgsrate.	  
Gerade	  für	  den	  Genotyp	  1,	  dessen	  Therapie	  mit	  interferonhaltigen	  Regimen	  nur	  in	  knapp	  der	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Hälfte	   der	   Fälle	   zum	   virologischen	   Ansprechen	   führten,	   stellt	   die	   Entwicklung	   der	   DAA-­‐
Medikamente	   eine	   Verbesserung	   der	   Situation	   dar.	   Unter	   Therapie	   mit	   Sofosbuvir	   und	  
Ledipasvir	  erreichen	  93	  –	  96	  %	  der	  Patienten	  bereits	  nach	  12	  Therapiewochen	  ein	  SVR	  (31).	  
Eine	   chronische	   HCV-­‐Infektion	   ist	   eine	   Indikation	   zur	   antiviralen	   Therapie.	   Leberfibrose,	  
(de)kompensierte	   Leberzirrhose	   oder	   HCC	   stellen	   keine	   Kontraindikation	   zur	   Therapie	   dar	  
(18).	   Bei	   Patienten	   mit	   HCV	   Genotyp	   1	   mit	   dekompensierter	   Leberzirrhose	   und	  
posttransplantierten	   Patienten	   mit	   Zirrhose	   kann	   durch	   DAA-­‐Therapie	   eine	   SVR-­‐Rate	   von	  
mehr	  als	  85	  %	  erreicht	  werden	  (32).	  
	  
Für	   den	   Genotyp	   1	   verkürzt	   sich	   die	   Therapiedauer	   auf	   12	   –	   24	   Wochen	   (33).	   Bei	  
therapienaiven	  Patienten	  mit	  niedriger	  Ausgangsviruslast	  kann	  sogar	  eine	  8-­‐wöchige	  Therapie	  
mit	   gleichbleibenden	   SVR-­‐Raten	   durchgeführt	   werden	   (34).	   DAAs	   können	   mit	   Ribavirin	  
kombiniert	  werden.	  Der	  zusätzliche	  Einsatz	  von	  Ribavirin	  wird	  bei	  Patienten	  mit	  Leberzirrhose	  
empfohlen	  (35).	  
	  
Die	   Empfehlungen	   zur	   antiviralen	   Therapie	   mittels	   DAAs	   wurden	   seitdem	   regelmäßig	  
aktualisiert.	   Nachfolgend	   ist	   eine	   Übersicht	   dieser	   aktuellen	   Therapieoptionen	   der	  
chronischen	  Hepatitis	   C	   vom	  Genotyp	   1	   und	   3	   dargestellt.	   Die	   Empfehlungen	   zum	   Einsatz	  
bestimmter	  DAA	  und	  zur	  Therapiedauer	  unterscheiden	  sich	  hinsichtlich	  des	  Vorhandenseins	  
einer	  Zirrhose	  und	  der	  stattgefundenen	  Vortherapie	  (18).	  
	  
Tabelle	  2:	  Therapieregime	  beim	  HCV	  Genotyp	  1	  
Genotyp	   Empfehlungen	   Therapiedauer	  
1	   Sofosbuvir	  plus	  Ledipasvir	   8,	  12	  Wochen	  
Sofosbuvir	  plus	  Velpatasvir	   12	  Wochen	  
Grazoprevir	  plus	  Elbasvir	   12	  Wochen	  
Paritaprevir	  plus	  Ombitasvir	  plus	  Dasabuvir	  +/–	  
Ribavirin	  
8,	  12	  Wochen	  
Sofosbuvir	  plus	  Simeprevir	  +/–	  Ribavirin	   12	  Wochen	  
Sofosbuvir	  plus	  Daclatasvir	  +/–	  Ribavirin	   12	  Wochen	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Tabelle	  3:	  Therapieregime	  beim	  HCV	  Genotyp	  3	  
Genotyp	   Empfehlungen	   Therapiedauer	   Zirrhose-­‐Status	  	  
3	   Sofosbuvir	  plus	  Velpatasvir	   12	  Wochen	   mit	  und	  ohne	  
Leberzirrhose	  
Sofosbuvir	  plus	  Daclatasvir	   12	  Wochen	   ohne	  Leberzirrhose	  
	  
	  
2.6.4   Unerwünschte	  Arzneimittelreaktionen,	  Arzneimittelinteraktionen	  und	  HCC-­‐Risiko	  
	  
Die	   Direct	   Acting	   Antivirals	   besitzen	   ein	   weitaus	   günstigeres	   Nebenwirkungsprofil	   als	  
Interferon-­‐	  oder	  Ribavirin-­‐Präparate.	  Schwerwiegende	  unerwünschte	  Arzneimittelreaktionen	  
konnten	  in	  klinischen	  Studien	  nicht	  nachgewiesen	  werden.	  
Es	   imponiert	   ein	   geringes	   Auftreten	   von	   UAW	   in	   toto.	   Lediglich	   bei	   26,9	  %	   der	   Patienten	  
wurden	   DAA-­‐assoziierte	   UAW	   festgestellt.	   Die	   häufigsten	   Nebenwirkungen	   unter	   DAA-­‐
Therapie	  sind	  Fatigue,	  gastrointestinale	  Symptome,	  Anämie	  und	  Kopfschmerzen	  (36).	  Weitere	  
assoziierte	  UAW	  sind	  Effloreszenzen,	  Juckreiz,	  gesteigerte	  Photosensibilität	  und	  Dyspnoe	  (37).	  
	  
In	   Kombination	   mit	   bestimmten	   Immunsupressiva	   wie	   Calcineurin-­‐Inhibitoren	   kann	   es	   zu	  
verstärkten	   Arzneimittelinteraktionen	   kommen.	   Das	   erhöhte	   Risiko	   für	  Wechselwirkungen	  
wird	   bedingt	   durch	   die	  Metabolisierung	   über	   das	   Cytochrom-­‐p450-­‐Isoenzym	   Cyp3A4	   aber	  
auch	  durch	  gemeinsame	  Nutzung	  bestimmter	  Transportproteine	  (p-­‐gp,	  OATP	  und	  BRCP)	  (38).	  
Dies	   führt	   insbesondere	   bei	   Transplantationspatienten	   zur	   Notwendigkeit	   der	  
Therapiemodulation.	   Am	   Unkritischsten	   wird	   der	   Einsatz	   von	   Sofosbuvir	   und	   Ledipasvir	  
gesehen	  und	  aus	  diesem	  Grund	  bei	  Transplantationspatienten	  empfohlen	  (18).	  
	  
Mit	  Einsatz	  der	  DAA	  in	  der	  CHC	  Therapie	  wurde	  nach	  SVR	  das	  zunehmende	  Neuauftreten	  bzw.	  
Wiederauftreten	   von	   HCC	   vermutet.	   Durch	   DAA-­‐Therapie	   wird	   die	   HCV-­‐RNA	   innerhalb	  
weniger	  Wochen	  unter	  die	  Nachweisgrenze	  gesenkt.	  Es	  wird	  angenommen,	  dass	  durch	  die	  
plötzliche	   Elimination	   der	   viralen	   RNA	   und	   damit	   einhergehenden	   Auflösung	   der	  
Leberinflammation	  die	   Immunantwort	  des	  Körpers	  gestört	  wird.	  Neben	  T-­‐Zell-­‐Dysfunktion,	  
beeinträchtigter	   NK-­‐Zell-­‐Immunantwort,	   Herunterregulation	   von	   IFN-­‐Genen	   und	  
verminderter	   Expression	   von	  microRNA-­‐122	   zählen	   auch	   die	   Präsenz	   von	   Fibrose	   und	   die	  
plötzliche	  Auflösung	  des	  chronisch	  inflammatorischen	  Zustandes	  zu	  den	  möglichen	  Faktoren,	  
die	  zu	  einem	  HCC	  nach	  HCV-­‐Eradikation	  durch	  DAA	  führen	  können	  (39).	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Diese	  Hypothese	  ist	  nicht	  unumstritten.	  In	  anderen	  Studien	  konnte	  kein	  erhöhtes	  Risiko	  des	  
HCC	   durch	   DAA-­‐Therapie	   im	   Vergleich	   zu	   der	   erhöhten	   Inzidenz	   von	   HCC	   durch	   HCV-­‐
induzierter-­‐Zirrhose	  festgestellt	  werden	  (40).	  
	  
2.6.5   DAA	  Resistenzmutationen	  
	  
Trotz	  der	  sehr	  guten	  Erfolgsrate	  der	  Direct	  Acting	  Antivirals	  tritt	  bei	  manchen	  Patienten	  ein	  
Versagen	  der	  Therapie	  auf.	  Diese	  werden	  durch	  Punktmutationen	  einzelner	  Nukleotidbasen	  
in	  den	  NS3-­‐,	  NS5A-­‐	  und	  NS5B-­‐Genen	  verursacht.	  
	  
Resistenzmutationen	   können	   zum	  einen	  bereits	   vor	   Einfluss	   von	  Medikation	   bei	   Therapie-­‐
naiven	  Patienten	  durch	  Spontanmutation	  vorhanden	  sein	  (41).	  Zum	  anderen	  kann	  eine	  DAA-­‐
Therapie	  die	  Entstehung	  von	  Resistenzmutationen	  induzieren	  (42).	  
	  
Ein	  Therapieversagen	  entsteht	  durch	  Selektion	  von	  sogenannten	  RAVs	  (resistance-­‐associated	  
variants)	   gegenüber	   des	   Wildtyps.	   Diese	   RAVs	   besitzen	   RAMs	   (resistance-­‐associated	  
mutations)	   im	  DAA-­‐Target,	   so	   dass	   diese	  weniger	   anfällig	   für	   die	   hemmende	  Wirkung	   der	  
Medikamente	  sind.	  Der	  Einfluss	  der	  DAA	  verhindert	  die	  Replikation	  des	  dominanten	  Wildtyps	  
und	  der	  Medikamente-­‐empfindliche	  Anteil	  der	  Viruspopulation	  vermindert	  sich.	  Die	  RAVs	  als	  
HCV-­‐Quasispezies	  persistieren	   in	  den	   infizierten	  Zellen	  des	  Patienten.	  Durch	  Rückgang	  des	  
Wildtyps	  nehmen	  die	  RAVs	  den	  freien	  Raum	  ein	  und	  replizieren	  sich	  (42).	  
	  
Klinisch	   kann	   ein	   vermindertes	   Ansprechen	   der	   Therapie	   bis	   hin	   zum	   Therapieversagen	  
anhand	  der	  Konzentration	  der	  HCV-­‐RNA	  im	  Blut	  detektiert	  werden:	  Es	  führt	  bei	  Patienten	  zu	  
non-­‐response,	  slow-­‐response,	  break-­‐through	  oder	  relapse	  (Tabelle	  1).	  
	  
Als	   genetische	   Barriere	   (genetic	   barrier)	   wird	   die	   Zahl	   der	   Mutationen	   definiert,	   die	   zur	  
Resistenz	   des	   Virus	   gegen	   das	   Medikament	   führt.	   Ist	   eine	   einzelne	   Punktmutation	  
ausreichend,	  spricht	  man	  von	  einer	  niedrigen	  genetischen	  Barriere	  (low	  genetic	  barrier)	  des	  
Medikaments	  gegenüber	  der	  Resistenz.	  Ein	  Therapieversagen,	  welches	  erst	  nach	  mindestens	  
drei	  Mutationen	   auftritt,	  wird	  mit	   einer	   hohen	   genetischen	  Barriere	   (high	   genetic	   barrier)	  
assoziiert.	  Des	  Weiteren	  hat	  auch	  die	  mittlere	  effektive	  Dosis	  des	  Arzneimittels	  (EC)	  Einfluss	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auf	   das	   virale	   Ansprechen.	   Bei	   sehr	   hohen	   Dosen	   werden	   auch	   resistente	   Viren,	   welche	  
weniger	   empfindlich	   als	   der	   Wildtyp	   auf	   das	   Arzneimittel	   reagieren,	   inhibiert.	   Ein	  
Therapieversagen	  kann	  auch	  durch	  zu	  niedrig	  dosierte	  Medikamente	  entstehen,	  so	  dass	  die	  
Verordnung	  und	  Einnahme	  der	   richtigen	  Dosis	   für	  die	  erfolgreiche	  Heilung	  notwendig	   sind	  
(42).	  
	  
Eine	  Auflistung	  der	  bisherigen	  bekannten	  Resistenzmutationen	  ist	  frei	  zugänglich	  im	  Internet	  
in	  der	  Geno2Pheno[HCV]	  Database	  (https://hcv.geno2pheno.org/index.php).	  Diese	  Tabelle	  ist	  
dem	   Anhang	   angefügt	   und	   enthält	   bekannte	   Resistenzmutationen	   sowie	  Mutationen,	   die	  
gesichert	  oder	  möglicherweise	  zu	  Resistenzen	  und	  vermindertem	  Therapieansprechen	  führen	  
(43).	  
	  
2.6.6   Indikationen	  zur	  Resistenzanalyse	  
	  
Präexistente	  oder	  selektionierte	  RAVs	  beeinflussen	  das	  Ergebnis	  der	  Therapie.	  In	  der	  aktuellen	  
Leitlinie	   wird	   empfohlen	   eine	   Resistenzanalyse	   vor	   einem	   erneuten	   Therapieversuch	   (Re-­‐
therapie)	   nach	   einem	   Versagen	   der	   DAA-­‐Therapie	   durchzuführen.	   Weiterhin	   kann	   eine	  
Resistenztestung	   der	   NS5A	   Region	   für	   CHC	   vom	   Genotyp	   1a	   vor	   Therapie	  mit	   dem	   DAAs	  
Grazoprevir	  und	  Elbasvir	  für	  12	  Wochen	  und	  bei	  CHC	  vom	  Genotyp	  3	  vor	  einer	  Therapie	  mit	  
Daclatasvir	   oder	   Velpatasvir	   in	   Kombination	   mit	   Sofosbuvir	   durchgeführt	   werden.	   Nicht	  
empfohlen	   ist	   die	   generelle	   Resistenztestung	   vor	   einem	   Interferon-­‐freiem-­‐Therapieregime	  
(18).	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3   Fragestellung	  
	  
Trotz	  der	  sehr	  guten	  Heilungsraten	  von	  über	  90	  %	  unter	  DAA	  tritt	  Therapieversagen	  durch	  
RAVs	   auf.	   Die	   Durchführung	   einer	   genotypischen	   Resistenzanalyse	   vor	   Re-­‐Therapie	   bei	  
Versagen	  einer	  DAA-­‐Therapie	  wird	  empfohlen.	  
Die	   Entwicklung	   einer	   Methode	   zur	   genotypspezifischen	   Resistenztestung,	   die	   neben	  
Forschungsaspekten	  vor	  allem	  auch	  für	  den	  Einsatz	  in	  der	  klinischen	  Diagnostik	  geeignet	  ist,	  
ist	  Gegenstand	  dieser	  Arbeit,	  die	  2015	  begonnen	  wurde.	  Aufgrund	  der	  Häufigkeitsverteilung	  
der	  HCV-­‐Genotypen	  in	  Deutschland	  wurde	  die	  Entwicklung	  einer	  Resistenztestungsmethode	  
auf	  die	  Genotypen	  1b,	  1a	  und	  3a	  eingegrenzt.	  Im	  Fokus	  dieser	  Arbeit	  standen	  die	  NS3-­‐,	  NS5A-­‐	  
und	  NS5B-­‐Regionen.	  An	  diesen	  Regionen	  greifen	  die	  DAAs	  in	  den	  Replikationszyklus	  ein.	  
	  
Um	  die	  Zuverlässigkeit	  der	  Methode	  zu	  testen	  wurden	  verschiedene	  Patientenproben	  je	  nach	  
Vortherapie	   in	   verschiedene	  Untersuchungsgruppen	   unterteilt.	   Dies	   hatte	   den	   Zweck,	   den	  
Einfluss	  verschiedener	  Medikamente	  auf	  eine	  erfolgreiche	  Resistenztestung	  zu	  untersuchen.	  
Zusätzlich	   sollte	  durch	  die	  Gruppenunterteilung	  ermöglicht	  werden	  Trends	  hinsichtlich	  des	  
Zusammenhanges	  zwischen	  Art	  der	  Vortherapie	  und	  dem	  Vorhandensein	  von	  Resistenzen	  zu	  
identifizieren.	  
	  
Es	  wurden	  insgesamt	  45	  Patientenproben	  in	  die	  Untersuchung	  eingeschlossen.	  Anhand	  der	  zu	  
dem	   Zeitpunkt	   der	   Untersuchung	   zugelassenen	   Therapie	   wurden	   beim	   GT	   1a	   und	   1b	   die	  	  
NS3-­‐,	  NS5A-­‐	  und	  die	  NS5B-­‐Regionen	  amplifiziert.	  Beim	  GT	  3a	  wurden	  nur	  die	  NS5A-­‐	  und	  NS5B-­‐
Regionen	   untersucht,	   da	   zum	   Zeitpunkt	   des	   Beginns	   dieser	   Arbeit	   (im	   Jahr	   2015)	   keine	  
Serinproteaseinhibitoren	  für	  die	  antivirale	  Therapie	  des	  GT	  3a	  zugelassen	  waren.	  Es	  ergaben	  
sich	  für	  die	  NS3-­‐Region	  insgesamt	  34	  Amplifikate,	  für	  die	  NS5A-­‐	  und	  NS5B-­‐Region	  jeweils	  45	  
Amplifikate.	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4   Material	  und	  Methoden	  
	  
	  
4.1   Geräte	  und	  Verbrauchsmittel	  
	  
Tabelle	  4:	  Geräte	  und	  Verbrauchsmittel	  
Gruppe	   Bezeichnung	   Hersteller	  
Gelelektrophoreseanlage	  
•   Gel	  Tray	  
•   Gelkamm	  
•   Pufferkammer	  





Wide	  Mini-­‐Sub	  Cell	  GT	  








Multiimage	  Light	  Cabinet	  
Chemiimager	  
Alpha	  Innotech	  Corporation	  
Alpha	  Innotech	  Corporation	  
Glasgefäße	   Erlenmeyerkolben	   Thermoos	  Jena	  
Mikrowellenofen	   Pro	  II	  1400	   Panasonic	  
Pipetten	   Pipetman	   Gilson	  
Pipettenspitzen	  mit	  Filter	   Filter	  tip	  universal	   Greiner	  bio-­‐one	  
Reaktionsgefäße	   1,5-­‐ml-­‐Reagiergefäß	  
PCR	  tube	  0,2ml	  Sapphire	  
Sarstedt	  	  
Greiner	  bio-­‐one	  
RNA-­‐Extraktionsgerät	   m2000sp	   Abbott	  
Schneidegerät	   Skalpell	   Braun	  
Sequenziergerät	   Genetic	  Analyzer	  3500	   Applied	  Biosystems	  
Thermocycler	   GeneTouch	   Bioer	  
Thermomixer	   Thermomixer	  comfort	   Eppendorf	  
UV-­‐Tisch	   36	  UV	  Mini	   Genequipe	  
Vakuum-­‐Zentrifuge	   Speed	  Vac	   Savant	  
Vortexer	   Vortex-­‐Genie	  2	   Scientific	  Industries	  
Zentrifuge	   5417R	   Eppendorf	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4.2   Reaktionskits	  
	  
Tabelle	  5:	  Reaktionskits	  
Bezeichnung	   Seriennummer	   Hersteller	  
Big	  Dye	  Terminator	  V1.1	  Sequencing	  Kit	   	   	  
DyeEx	  2.0	  Spin	  Kit	   63206	   Qiagen	  
mSample	  Preparation	  System	   04J70	   Abbott	  
Platinum	  Taq	  DNA	  Polymerase	   10966	   Life	  technologies	  
RealTime	  HCV	  Amplification	  Reagent	  Pack	   4J86	   Abbott	  
SuperScript	  III	  Reverse	  Transkriptase	   18080	   Life	  technologies	  
Wizard	  SV	  Gel	  and	  PCR	  Clean-­‐Up	  System	   A9282	   Promega	  
	  
	  
4.3   Reagenzien	  
	  
Tabelle	  6:	  Reagenzien	  
Bezeichnung	   Seriennummer	   Hersteller	  
1%ige	  Ethidiumbromidlösung	   2218.1	   Roth	  
100	  bp	  DNA	  ladder	   15628-­‐050	   Invitrogen	  
Agarose	   840004	   Biozym	  LE	  Agarose	  
Primer	  random	  p(dN)6	   11	  034	  731	  001	   Roche	  
RiboLock	  RNAse	  Inhibitor	   EO0381	   Thermo	  Scientific	  
Wasser	  für	  Injektionszwecke	   235	  1744	   Braun	  
	  
	  
Tabelle	  7:	  Reagenzien	  aus	  eigener	  Herstellung	  
Bezeichnung	   Herstellung	  
1x	  TAE	  Puffer	  
(Agarosegelelektrophorese)	  
10	  ml	  50x	  TAE	  Puffer	  mit	  490	  ml	  Aqua	  dest.	  	  
Verwendung	  für	  Agarosegelelektrophorese	  
50x	  TAE	  Puffer	   242,0	  g	  TRIS	  und	  37,2	  g	  EDTA	  in	  Aqua	  dest.	  lösen.	   
pH-­‐Wert	  auf	  8,5	  mittels	  Eisessig	  einstellen.	  
Auf	  1	  l	  mit	  Aqua	  dest.	  auffüllen.	  	  	  
6x	  loading	  dye	  
(Agarosegelelektrophorese)	  
12x	  loading	  Puffer	  und	  1x	  TAE	  mit	  60	  %	  Glycerol	  zu	  
gleichen	  Anteilen	  vermengen.	  
Verwendung:	  2	  µl	  auf	  10	  µl	  Probe.	  
12x	  loading-­‐Puffer	   100	  µl	  Bromphenolblau	  (0,9	  %	  in	  Aqua	  dest.),	  	  
100	  µl	  Xylencyanol	  (0,9	  %	  in	  Aqua	  dest.),	  
600	  µl	  Glycerol	  und	  200	  µl	  EDTA	  (3mM	  in	  Aqua	  dest.	  =	  
0,223	  g	  auf	  20	  ml)	  
DNA	  Marker	  für	  Agarosegel	   33	  µl	  NaCl	  (200	  mM	  in	  Aqua	  dest.),	  20	  µl	  DNA	  Marker	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4.4   Primer	  
	  
Für	  die	  RT	  Reaktion	  wurden	  Random-­‐Primer	  verwendet.	  Diese	  wurden	  bis	  auf	  eine	  Ausnahme	  
selbst	  designt.	  Die	  Ausnahme	  stellt	  die	  Primersequenz	  „HCV	  rev“	  dar	  (44).	  Im	  Rahmen	  der	  HCV	  
Resistenztestung	  wurde	  der	  Primer	  für	  die	  nested	  PCRs	  der	  NS5B	  Region	  der	  Genotypen	  1a	  
und	  1b	  verwendet.	  
	  
Tabelle	  8:	  Primer	  
Bezeichnung	   Einsatz	   Sequenz	  
[5’	  zu	  3’]	  
HCV	  rev	  (44).	   HCV	  1a/1b	  NS5B1,	  
seminested	  PCR	  
GCN	  GAR	  TAY	  CTV	  GTC	  ATA	  GCC	  TC	  
Random-­‐Primer	   RT	  Reaktion	   Gemisch	  aus	  zufälligen	  
Hexanukleotiden	  mit	  5'-­‐	  und	  3'-­‐
Hydroxylgruppenenden 
Degenerierte	  Basen:	  R	  =	  AG,	  Y	  =	  CT,	  K	  =	  GT,	  V	  =	  ACG,	  N	  =	  ACGT	  
	  
4.5   Patienten	  
	  
4.5.1   Proben	  
	  
Die	   in	  dieser	  Untersuchung	  verwendeten	  pseudonymisierten	  Proben	  sind	  Restmaterial	  von	  
Seren	   oder	   Plasmen	   von	  HCV-­‐positiven	   Patienten	   des	  Universitätsklinikums	   Leipzig,	   die	   zu	  
diagnostischen	  Zwecken	  entnommen	  wurden.	  
Diese	   Proben	   wurden	   für	   Kontrollzwecke	   bei	   minus	   80	   °C	   aufbewahrt	   und	   archiviert.	  
Es	  wurden	  nur	  Proben	  in	  der	  Studie	  eingeschlossen,	  deren	  Hepatitis-­‐C-­‐Genotyp	  bekannt	  war.	  
Für	  die	  Resistenztestung	  wurden	  die	  Proben	  verschiedenen	  Gruppen	  nach	  unterschiedlicher	  
Therapie	  zugeordnet.	  In	  jeder	  Gruppe	  sind	  Proben	  aller	  untersuchten	  Genotypen	  (1b,	  1a	  und	  
3a)	  vertreten.	  
	  
Die	  Gruppe	  NAIV	  umfasst	  Proben,	  die	  zum	  Zeitpunkt	  der	  Entnahme	  therapienaiv	  waren	  und	  
unter	   keinem	   Einfluss	   von	   Medikamenten	   gegen	   eine	   chronische	   Hepatitis	   C	   Infektion	  
standen.	  Es	  wurden	  Proben	  von	  11	  therapienaiven	  Patienten	  ausgewählt.	  
In	  der	  Gruppe	  DAA	  sind	  mit	  DAA	  erfolgreich	  therapierte,	  geheilte	  Patienten	  (SVR	  >	  24	  Wochen	  
nach	   Therapieende).	   Neben	   den	   Patienten	  mit	   SVR	   zählen	   auch	   cEVR-­‐Patienten	   dazu,	   bei	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welchen	   die	   Konzentration	   der	   HCV	   RNA	   schon	   zur	   Therapiewoche	   12	   unter	   die	  
Nachweisgrenze	   (<	   50	   IU/ml)	   gefallen	   war.	   Es	   wurde	   14	   Proben	   ausgewählt,	   die	   vor	  
Therapiebeginn	  entnommen	  wurden.	  Die	  Gruppe	  NAIV	  und	  DAA	  dienen	  der	  Untersuchung	  als	  
Kontrollgruppe.	  Sie	  erlauben	  die	  Analyse	  der	  PCR	  bzw.	  RAVs	  ohne	  Einfluss	  interferonhaltiger	  
Therapieregime	  bzw.	  DAA.	  
	  
In	  der	  Gruppe	   IFN	   sind	  10	   Serumproben	  von	  Patienten	  ausgewählt	  worden,	  die	   sich	  einer	  
interferonhaltigen	  Therapie	  unterzogen	  hatten.	  Die	  Therapie	  hatte	  nicht	  zur	  SVR	  geführt:	  Es	  
wurden	  Non-­‐responder,	   Patienten	  mit	   break-­‐through	   und	   relapse	   ausgewählt.	  Die	   Proben	  
wurden	   zu	   einem	   Zeitpunkt	   nach	   Therapie	   entnommen.	   Eine	   Resistenzanalyse	   in	   dieser	  
Gruppe	  soll	  aufzeigen,	  inwieweit	  interferonhaltige	  Therapien	  das	  Gelingen	  der	  PCR	  bzw.	  die	  
Mutation	  und	  somit	  Entstehung	  von	  RAVs	  fördert.	  
Die	  letzte	  Gruppe	  RES	  umfasst	  Serumproben	  von	  Patienten,	  die	  mit	  DAAs	  therapiert	  wurden,	  
aber	  trotz	  Therapie	  als	  nicht	  geheilt	  gelten.	  In	  dieser	  Gruppe	  werden	  10	  Seren	  von	  Non-­‐	  und	  
Slow-­‐respondern	  sowie	  break-­‐through	  und	  relapse	  integriert.	  Die	  Probenentnahme	  erfolgte	  
nach	  DAA-­‐Therapie.	  Auch	  hier	  soll	  der	  Einfluss	  der	  DAAs	  auf	  Amplifizierbarkeit	  der	  PCR	  bzw.	  
Entstehung	  von	  Resistenzmutationen	  untersucht	  werden.	  Die	  Gruppen	   IFN	  und	  RES	  dienen	  
also	   der	   Analyse	   von	   PCR	   und	   RAVs	   nach	   dem	   Einfluss	   verschiedener	   medikamentöser	  
Therapien.	  
Folgende	   Tabelle	   zeigt	   die	   anonymisierte	   Bezeichnung	   der	   Patientenproben,	   die	  
dazugehörigen	  Genotypen	  sowie	  das	  Geschlecht.	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Tabelle	  9:	  
Patienten	  -­‐	  Probenentnahme	  vor	  Therapie	  
Tabelle	  10:	  














4.5.2   Ethikvotum	  
	  
Im	  Sinne	  der	  guten	  moralischen	  wissenschaftlichen	  Praxis	  wurde	  die	  Arbeit	  im	  Vorfeld	  von	  der	  
Ethikkomission	   der	   Universität	   Leipzig	   geprüft	   und	   genehmigt	   (Az	   299/16-­‐ek	   „Molekular-­‐
epidemiologische	  Untersuchung	  viraler	  Hepatitiden“).	  
	   	  
Gruppe	   Probenkürzel	   Genotyp	   Geschlecht	  [M/W]	  
NAIV	   N1	   1b	   W	  
NAIV	   N2	   1b	   M	  
NAIV	   N3	   1b	   W	  
NAIV	   N4	   3a	   M	  
NAIV	   N5	   3a	   M	  
NAIV	   N6	   3a	   W	  
NAIV	   N7	   1a	   M	  
NAIV	   N8	   1a	   M	  
NAIV	   N9	   3a	   M	  
NAIV	   N10	   1b	   M	  
NAIV	   N11	   3a	   M	  
DAA	   D1	   1b	   W	  
DAA	   D2	   1b	   W	  
DAA	   D3	   1b	   M	  
DAA	   D4	   1b	   M	  
DAA	   D5	   1b	   W	  
DAA	   D6	   1b	   M	  
DAA	   D8	   3a	   W	  
DAA	   D9	   3a	   M	  
DAA	   D10	   3a	   M	  
DAA	   D11	   1a	   M	  
DAA	   D12	   1a	   M	  
DAA	   D13	   1b	   M	  
DAA	   D15	   1a	   M	  
DAA	   D16	   1a	   M	  
Gruppe	   Probenkürzel	   Genotyp	   Geschlecht	  [M/W]	  
IFN	   I1	   3a	   M	  
IFN	   I2	   1a	   M	  
IFN	   I3	   1a/1b	   M	  
IFN	   I4	   1a	   M	  
IFN	   I6	   1b	   M	  
IFN	   I7	   1b	   W	  
IFN	   I8	   1b	   W	  
IFN	   I9	   1b	   M	  
IFN	   I10	   1a	   W	  
IFN	   I11	   3a	   M	  
RES	   R1	   1a	   M	  
RES	   R2	   1a	   M	  
RES	   R3	   1b	   M	  
RES	   R4	   1b	   W	  
RES	   R5	   1b	   W	  
RES	   R6	   1b	   M	  
RES	   R7	   1b	   M	  
RES	   R8	   1b	   M	  
RES	   R9	   3a	   M	  
RES	   R10	   1b	   W	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4.6   RNA	  Extraktion	  aus	  Serum	  oder	  Plasma	  
	  
Zur	  Extraktion	  der	  RNA	  aus	  Plasma	  oder	  Serum	  wurde	  die	  zum	  kommerziellen	  HCV-­‐PCR-­‐Assay	  
der	   Firma	   Abbott	   gehörige	   automatisierte	   Extraktionsmethode	   genutzt.	   Dazu	   wurden	   die	  
Reagenzien	  des	  mSample	  Preparation	  System	  (Abbott)	  auf	  das	  m2000sp™	  System	  (Abbott)	  
nach	  Protokoll	  des	  Herstellers	  verwendet,	  welches	  speziell	  für	  die	  Extraktion	  viraler	  RNA	  aus	  
Humanplasma	  und	  –serum	  entwickelt	  wurde.	  
	  
Zur	   Vorbereitung	   werden	   Mikropartikel	   (1,5	   %	   Mikropartikel	   in	   50	   %	   MD130A)	   und	  
Lysereagenz	   (100	   mM	   TRIS	   Lösung	   mit	   Guanidiniumthiocyanat	   und	   Detergens)	   in	   die	  
Reaktionseinsätze	  einer	  96-­‐well-­‐Platte	  gegeben.	  
Es	  folgt	  die	  Zugabe	  der	  Proben	  in	  die	  Reaktionseinsätze.	  Nach	  vollständiger	  Homogenisierung	  
der	   Probe	   wird	   das	   Proben/Reagenz-­‐Gemisch	   20	   min	   bei	   50	   °C	   inkubiert.	   Dieser	  
Inkubationsschritt	  dient	  der	  Lyse	  der	  zellulären	  Bestandteile	  sowie	  der	  Hepatitis-­‐C-­‐Viren	  und	  
der	  Anlagerung	  der	  Nukleinsäuren	  an	  die	  Mikropartikel.	  Die	  Erzeugung	  eines	  magnetischen	  
Feldes	   fixiert	   die	   Partikel	   mit	   der	   gebundenen	   Nukleinsäure	   an	   der	   Gefäßwand	   der	  
Reaktionseinsätze,	  so	  dass	  das	  überschüssige	  Lysat	  entfernt	  werden	  kann.	  
	  
Es	   folgen	   zwei	   Waschschritte	   mit	   der	   Waschlösung	   1	   (50	   mM	   Acetat	   Lösung	   mit	  
Guanidiniumthiocyanat	   und	   Detergens)	   und	   zwei	   Waschschritte	   mit	   der	   Waschlösung	   2	  
(nukleasefreies	  Wasser),	  welche	  Inhibitoren	  entfernen.	  Bei	   jedem	  Waschschritt	  werden	  die	  
Proben	  nach	  Zugabe	  der	  Waschlösungen	  1	  min	  in	  einem	  magnetischen	  Ständer	  positioniert,	  
damit	   die	   magnetischen	   Mikropartikel	   sich	   an	   den	   Seiten	   der	   Röhrchen	   sammeln.	   Die	  
überschüssige	  Waschlösung	  wird	  verworfen.	  
	  
Nun	   wird	   der	   Elutionspuffer	   (20	   mM	   Phosphat-­‐Lösung	   mit	   Konservierungsmittel)	  
hinzugegeben.	  Es	  folgt	  ein	  weiterer	  Inkubationsschritt	  von	  20	  Minuten	  bei	  75	  °C,	  bei	  welchem	  
die	  Nukleinsäuren	  von	  den	  Mikropartikeln	  getrennt	  werden.	  
Nach	  Zugabe	  von	  nukleasefreiem	  Wasser	  (Waschlösung	  2)	  werden	  die	  Proben	  erneut	  1	  min	  
im	  magnetischen	   Feld	   platziert.	   Die	   Probeneluate,	   welche	   die	   extrahierte	   RNA	   enthalten,	  
werden	   ohne	   die	   magnetisierten	   Mikropartikel	   in	   zuvor	   beschriftete	   1,5-­‐ml-­‐
Zentrifugenröhchen	  überführt.	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Um	   der	   Zerstörung	   der	   RNA	   durch	   Nukleasen	   entgegen	   zu	   wirken,	   wurden	   die	   Proben	  
umgehend	  aliquotiert	  und	  bei	  minus	  80	  °C	  gelagert.	  
	  
4.7   RT	  Reaktion	  
	  
Das	  Genom	  des	  Hepatitis-­‐C-­‐Virus	  liegt	  in	  Form	  von	  RNA	  vor.	  Aus	  diesem	  Grund	  wird	  der	  PCR	  
eine	  reverse	  Transkription	  vorangestellt.	  
	  
Eine	  reverse	  Transkription	  ist	  die	  Synthese	  von	  einzelsträngiger	  komplementärer	  DNA	  (cDNA)	  
durch	   eine	   Reverse-­‐Transkriptase.	   Als	   Template	   dient	   die	   virale	   RNA.	  
Es	   ist	   möglich	   die	   RNA	   Umschreibung	  mit	   Random	   Hexamer	   Primer	   oder	   genspezifischen	  
Primern	  durchzuführen.	  Bei	  Verwendung	  von	  Random	  Primer	  erhält	  man	  von	  dem	  Template	  
verschiedene	  umgeschriebene	  Teilabschnitte	  unterschiedlicher	  Länge,	  so	  entsteht	  eine	  große	  
Menge	  an	  cDNA.	  Werden	  wiederum	  genspezifische	  Primer	  verwendet,	   so	  entsteht	  nur	  die	  
komplementäre	   DNA	   des	   passenden	   Genabschnitts.	   Die	   Umschreibung	   mit	   spezifischen	  
Primern	  ist	  sensitiver.	  
	  
Für	  die	   rerverse	  Transkription	  wurde	  das	  Superscript	   III	  Reverse	  Transkriptase	  Reaktionskit	  
(Invitrogen)	   verwendet.	   Angelehnt	   an	   die	   Empfehlungen	   des	   Herstellers,	  wurde	   folgendes	  
Pipettierschema	  und	  Temperaturprofil	  verwendet:	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Tabelle	  11:	  Pipettierschema	  RT	  Reaktion	  
Reagenz	   Menge	  pro	  Reaktion	  [µl]	   Endkonzentration	  pro	  Reaktion	  
Wasser	   0,75	   	  
5xFirst	  Strand	  Buffer	   4	   1x	  
DTT	  (0,1	  M)	   2	   10	  mM	  
Random	  Hexamer	  Primer	  	  
(400	  ng/µl)	   0,75	   300	  ng	  
dNTP's	  (10	  mM	  jeweils)	   1	   0,5	  mM	  jeweils	  
RNase-­‐Inhibitor	  (40	  U/µl)	   0,5	   20	  U	  
SuperScript	  III-­‐RT	  (200	  U/µl)	   1	   200	  U	  
Gesamtmenge	  Mastermix	   10	   	  
RNA	   10	   	  
Gesamtmenge	   20	   	  
	  
Ein	   Reaktionsansatz	   besteht	   aus	   10	   µl	   Mastermix	   und	   10	   µl	   RNA.	  
Die	   10	   µl	   RNA	   wurden	   zuvor	   in	   PCR	   Reaktionsgefäße	   pipettiert	   und	   5	   min	   bei	   70	   °C	   im	  
Thermocylcer	   denaturiert,	   um	   vorhandene	   Sekundärstrukturen,	   die	   eine	   reverse	  
Transkription	  erschweren	  würden,	  aufzulösen.	  Nach	  der	  Denaturierung	  der	  RNA	  wird	  10	  µl	  
Mastermix	  hinzu	  pipettiert	  und	  die	  PCR	  Reaktionsgefäße	  werden	  für	  die	  Reverse	  Transkription	  
im	  Thermocycler	  mit	  folgendem	  vorprogrammierten	  Temperaturprofil	  platziert.	  
	  
Tabelle	  12:	  Temperaturprofil	  RT	  Reaktion	  
Schritt	   Temperatur	   Dauer	   Zyklenzahl	  
Inkubation	   25	  °C	   5	  min	   1	  
Reverse	  Transkription	   50/55	  °C	   35	  min	   1	  
Enzyminaktivierung	   95	  °C	   2	  min	   1	  
Kühlen	   4	  °C	   ∞	   1	  
	  
4.8   PCR	  
	  
Die	  Polymerasekettenreaktion	  (PCR)	  ist	  ein	  Verfahren	  zur	  in-­‐vitro	  Vervielfältigung	  von	  DNA.	  
Diese	  Reaktion	  findet	  in	  einem	  Thermocycler	  statt,	  um	  die	  benötigten	  Temperaturen	  für	  die	  
vorgegebene	  Zeit	  aufrechtzuerhalten.	  
	  
Zunächst	   wird	   in	   einem	   ersten	   Denaturierungsschritt	   von	   95	   °C	   das	   möglicherweise	  
doppelsträngig	  vorliegende	  Erbgut	  denaturiert	  und	  in	  Einzelstränge	  zerlegt.	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Die	   Amplifikation	   erfolgt	   in	   drei	   Schritten:	   Denaturierung,	   Primerhybridisierung	   und	  
Elongation.	   Der	   Denaturierungsschritt	   jeder	   Amplifikation	   soll	   die	   entstandenen	  
Doppelstränge	  in	  Einzelstränge	  auftrennen.	  
Bei	  der	  Primerhybridisierung	  binden	  die	  Primer	   (Oligonukleotidsequenzen)	  am	  3’-­‐Ende	  der	  
Matritze	   und	   des	   Komplementärstranges.	   Es	   werden	   sense-­‐	   und	   antisense-­‐
Oligonukleotidsequenzen	  verwendet,	  um	  in	  beide	  Richtungen	  des	  DNA	  Strangs	  amplifizieren	  
zu	  können.	  Die	  Annealingtemperatur	   ist	  Primer-­‐spezifisch.	   Sie	   liegt	   ca.	  2	  –	  5	   °C	  unter	  dem	  
Schmelzpunkt	  der	  Primersequenz	  und	   ist	   abhängig	   von	  der	   Länge	  und	  dem	  GC-­‐Gehalt	  der	  
Primer.	  
In	  der	  Elongationsphase	   findet	  die	  eigentliche	  Vervielfältigung	  statt:	  Eine	  hitzestabile	  DNA-­‐
Polymerase	   bindet	   am	   freien	   3’	   Ende	   des	   Primers	   und	   synthetisiert	   durch	   Einbau	   freier	  
Nukleotide	  einen	  Komplementärstrang.	  Auch	  hier	  ist	  die	  Reaktionstemperatur	  abhängig	  von	  
dem	  Temperaturoptimum	  der	  verwendeten	  DNA-­‐Polymerase.	  Wird	  eine	  Thermus-­‐aquaticus-­‐
(Taq)-­‐Polymerase	  zur	  Amplifikation	  verwendet,	  findet	  der	  Elongationsschritt	  bei	  72	  °C	  statt.	  
Die	  Synthesegeschwindigkeit	  der	  Taq-­‐Polymerase	  beträgt	  1	  min/kb,	  so	  dass	  sich	  die	  Dauer	  des	  
Elongationschrittes	   nach	   der	   Länge	   des	   entstehenden	   PCR	   Produkts	   richtet.	   Diese	   drei	  
Amplifikationsschritte	   werden	   in	   25	   –	   45	   Reaktionszyklen	   wiederholt.	   Das	   Prinzip	   der	  
Kettenreaktion	   beruht	   darauf,	   dass	   das	   im	   vorherigen	   Zyklus	   entstandene	   Produkt	   als	  
Ausgangssequenz	  für	  den	  nachfolgenden	  dient.	  
Nach	  Abschluss	  der	  Zyklen	  wird	  noch	  ein	  fünfminütiger	  Endelongationsschritt	  durchgeführt,	  
um	  alle	  Fragmente	  zu	  vervollständigen,	  bevor	  die	  in	  den	  Proben	  entstandene	  DNA	  bei	  4	  °C	  
gekühlt	  wird.	  
	  
In	   der	   Untersuchung	   wurde	   eine	   nested	   bzw.	   eine	   seminested	   PCR	   durchgeführt.	   Die	   für	  
diesen	  Zweck	  designten	  Primer	  mit	  Bezeichnung	  und	  Sequenz	  sind	  in	  Tabelle	  8	  aufgelistet.	  
	  
Es	  wurde	  das	   Platinum	  Taq	  DNA	  Polymerase	  Kit	   (Invitrogen)	   verwendet.	  Angelehnt	   an	  die	  
Empfehlungen	   des	   Herstellers,	   wurde	   folgendes	   Pipettierschema	   und	   Temperaturprofil	  
verwendet:	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Tabelle	  13:	  Pipettierschema	  PCR	  
Reagenz	   Menge	  pro	  Reaktion	  [µl]	   Endkonzentration	  pro	  Reaktion	  
H2O	   31	   	  
10xPuffer	  ohne	  MgCl2	   5	   1x	  
MgCl2	  50	  mM	   1,5	   1,5	  mM	  
Sense	  Primer	  (10	  pmol/µl)	   3	   30	  pmol	  
Antisense	  Primer	  (10	  pmol/µl)	   3	   30	  pmol	  
dNTP's	  (10	  mM	  jeweils)	   1	   0,2	  mM	  jeweils	  
Platinum-­‐Taq	  (5	  U/µl)	   0,5	   2,5	  U	  
Gesamtmenge	  Mastermix	   45	   	  
Zugabe	  cDNA	   5	   	  
Gesamtmenge	   50	   	  
	  
	  
Tabelle	  14:	  Temperaturprofil	  PCR	  
Schritt	   Temperatur	   Dauer	   Zyklenzahl	  
Denaturierung	   95	  °C	   3	  min	   1	  
Amplifikation:	  Denaturierung	   95	  °C	   30s	  ec	   	  	  
Amplifikation:	  Primer-­‐Annealing	   60/55	  °C	   45	  sec	   40	  
Amplifikation:	  Elongation	   72	  °C	   1	  min	   	  	  
End-­‐Elongation	   72	  °C	   5	  min	   1	  
Kühlen	   4	  °C	   ∞	   1	  
	  
	  
4.9   Agarosegelelektrophorese	  
	  
Um	  die	  in	  der	  PCR	  entstandenen	  DNA	  Fragmente	  der	  Länge	  nach	  darzustellen	  und	  spezifisch	  
entstandene	  Amplifikate	  zu	  extrahieren,	  wurde	  eine	  Agarosegelelektrophorese	  durchgeführt.	  
	  
Aufgrund	  der	  negativen	  Ladung	  der	  Phosphatreste	  wandert	  die	  DNA	   in	  einem	  elektrischen	  
Feld	   von	   der	   negativen	   Anode	   zur	   positiven	   Katode.	   Das	   elektrische	   Feld	   wird	   um	   ein	  
Agarosegel	   angelegt,	   in	   dessen	   Taschen	   zuvor	   die	   DNA	   pipettiert	   wurde.	   Das	   Agarosegel	  
fungiert	   als	   molekulares	   Sieb.	   So	   ergibt	   sich	   je	   nach	   Größe	   des	   DNA	   Fragmentes	   eine	  
unterschiedliche	   Wanderungsgeschwindigkeit:	   Kleine	   Fragmente	   wandern	   schneller	   durch	  
das	  Agarosegel	  und	  näher	  zur	  Richtung	  des	  Pluspols	  als	  große	  Fragmente.	  Durch	  Zugabe	  des	  
DNA-­‐interkalierenden	  Farbstoffes	  Ethidiumbromid,	  können	  die	  Banden	  unter	  UV-­‐Bestrahlung	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visualisiert	  werden.	  Zuerst	  wurde	   in	  einem	  Kontrollgel	  5	  μl	  Amplifikat	  aufgetragen,	  um	  die	  
Entstehung	  von	  spezifischen	  Amplifikat	  zu	  überprüfen.	  Dann	  wurde	  ein	  präparatives	  Gel	  mit	  
der	   restlichen	  Probe	   (40	  –	  45	  μl)	   angefertigt,	  um	  aus	  diesem	  spezifisch	  entstandene	  DNA-­‐
Banden	  zu	  extrahieren.	  
	  
In	   der	   Untersuchung	   wurde	   ein	   1,5	   %	   Agarosegel	   verwendet.	   Dazu	   wurde	   3	   g	   Agarose	  
abgewogen	  und	  in	  200	  ml	  TAE	  Puffer	  in	  einem	  Erlenmeyerkolben	  gelöst.	  Diese	  Lösung	  wurde	  
in	  der	  Mikrowelle	  (Panasonic	  Pro	  II	  1400)	  bis	  zum	  Aufkochen	  erhitzt.	  Unter	  ständigem	  Rühren	  
mit	   einem	   Rührmagnet	   muss	   die	   Lösung	   auf	   55	   °C	   abkühlen,	   dann	   wurden	   12	   μl	  
Ethidiumbromidlösung	  hinein	  pipettiert.	  Zur	  gleichmäßigen	  Verteilung	  wird	  das	  Gemisch	  kurz	  
weiter	  gerührt.	  Schließlich	  wird	  der	  fertige	  Gelansatz	  in	  ein	  Gel	  Tray	  mit	  Gelkamm	  gegossen.	  
Nach	  ca.	  20	  min	  ist	  das	  Gel	  ausgekühlt	  und	  kann	  samt	  Gel	  Tray	  in	  die	  Pufferkammer	  gelegt	  
werden.	  Nun	  wird	  TAE	  Puffer	  in	  die	  Pufferkammer	  gegossen,	  bis	  das	  gesamte	  Gel	  bedeckt	  ist.	  
	  
Es	   wurden	   40	   –	   45	   μl	   Amplifikat	   in	   jede	   Geltasche	   eines	   präparativen	   Gels	   aufgetragen.	  
Pro	  5	  μl	  Probe	  wird	  1	  μl	  loading	  dye	  verwendet,	  welches	  die	  Farbstoffe	  Bromphenolblau	  und	  
Xylencyanol	   enthält.	   Diese	   dienen	   der	   Abschätzung	   fortgeschrittener	   Wanderung	   in	   dem	  
elektrischen	  Feld.	  Für	  die	  aufzutragenden	  40	  –	  45	  μl	  wird	  das	  entstandene	  Amplifikat	  mit	  8	  –	  
9	  μl	  loading	  dye	  vermengt	  und	  in	  die	  Geltaschen	  pipettiert.	  Als	  Längenmarker	  wurden	  10	  μl	  
einer	  100-­‐bp-­‐DNA-­‐Leiter	  verwendet.	  
Nachdem	  alle	  Geltaschen	  gefüllt	  sind,	  wird	  eine	  Spannung	  von	  120	  mV	  mit	  dem	  Netzgerät	  
angelegt	  und	  für	  30	  –	  35	  min	  so	  belassen,	  bis	  sich	  alle	  Banden	  der	  Größe	  nach	  auftrennen	  
können.	  
	  
Zur	   Darstellung	   wird	   das	   Gel	   in	   einer	   Gelfotoanlage	   fotografiert.	   Das	   Softwareprogramm	  
Chemiimager	  wurde	  für	  die	  Dokumentation	  verwendet.	  
Zur	  Extraktion	  der	  Banden	  wurde	  das	  Gel	  auf	  einem	  UV-­‐Tisch	  platziert.	  Mit	  Hilfe	  der	  DNA-­‐
Leiter	  können	  spezifisch	  entstandenen	  Banden	  anhand	  ihrer	  Länge	  identifiziert	  und	  mit	  einem	  
Skalpell	  ausgeschnitten	  werden.	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4.10  Gelextraktion	  
	  
Zum	  Extrahieren	  der	  DNA	  wurde	  das	  Wizard	  SV	  Gel	  and	  PCR	  Clean-­‐Up	  System	  von	  Promega	  
verwendet.	  	  
	  
Das	  Prinzip	  beruht	  auf	  der	  Bindung	  von	  DNA	  an	  einer	  Silika-­‐Membran	   in	  Anwesenheit	  von	  
chaotrophen	  Salzen.	  Die	  aus	  dem	  Agarosegel	  ausgeschnittene	  Bande	  wird	  unter	  Erhitzen	  in	  
einer	   Lösung	   mit	   Guanidinisothiocyanat	   (Membrane	   Bindung	   Solution)	   gelöst.	   Durch	  
Zentrifugation	  wird	  das	  gelöste	  Gel	  durch	  die	  Silika	  Membran	  gepresst,	  die	  darin	  befindliche	  
DNA	  bindet	   an	   der	  Membran.	  Nach	   zwei	   Ethanol-­‐Waschschritten	  wird	   die	  DNA	   in	  Wasser	  
eluiert.	  	  
	  
Die	  Gelextraktion	  wurde	  mit	   zwei	  Ausnahmen	  entsprechend	  dem	  Protokoll	  des	  Herstellers	  
durchgeführt.	  Im	  Protokoll	  des	  Herstellers	  wird	  eine	  Inkubationszeit	  des	  in	  Membrane	  Binding	  
Solution	   gelösten	   Gels	   von	   1	   min	   empfohlen.	   Abweichend	   vom	   Protokoll	   wurde	   die	  
Inkubationszeit	  auf	  5	  min	  erhöht.	  In	  Abhängigkeit	  von	  der	  Dicke	  der	  Bande	  wurde	  die	  cDNA	  




Das	   Prinzip	   der	   Sequenzierung	   beruht	   auf	   der	   Kettenabbruchmethode,	   auch	  
Didesoxymethode	  nach	  Sanger	  genannt	  (45).	  
	  
Es	  findet	  eine	  DNA-­‐Neusynthese	  mit	  einer	  DNA-­‐Polymerase	  statt.	  Neben	  den	  dNTPs,	  die	  auch	  
in	   einer	   herkömmlichen	   PCR	   verwendet	   werden,	   werden	   auch	   2’,3’-­‐Didesoxynukleotide	  
(ddNTPs)	  der	  Reaktion	  in	  einem	  Reaktionsansatz	  hinzugegeben.	  Der	  Einbau	  von	  ddNTPs	  führt	  
zu	  einem	  Kettenabbruch,	  da	  das	  freie	  3’OH-­‐Ende	  fehlt,	  welches	  die	  DNA-­‐Polymerase	  benötigt	  
um	  die	  Kette	  zu	  verlängern.	  Auf	  diese	  Weise	  entstehen	  Fragmente	  unterschiedlicher	  Länge,	  
welche	  an	  der	  letzten	  Stelle	  die	  verschiedenen	  eingebauten	  ddNTPs	  besitzen.	  Es	  erfolgt	  eine	  
Auftrennung	  mittels	   Kapillarelektrophorese.	   Durch	  Markierung	   der	   verschiedenen	   ddNTPs	  
(ddATP,	   ddGTP,	   ddCTP	   und	   ddCTP)	   mit	   Fluoreszenzfarbstoffen	   unterschiedlicher	  
	   32	  
Wellenlängen	   können	   die	   Nukleotide,	   die	   zum	   Kettenabbruch	   geführt	   haben,	   ausgelesen	  
werden.	  
	  
Für	   die	   Sequenzierreaktion	   wurde	   das	   Big	   Dye	   Terminator	   V1.1	   Sequencing	   Kit	   (Applied	  
Biosystems)	  nach	  Protokoll	  des	  Herstellers	  verwendet.	  Jede	  Sequenz	  wurde	  sowohl	  in	  sense	  
als	  auch	  in	  antisense	  Richtung	  im	  Genetic	  Analyzer	  3500	  (Applied	  Biosystems)	  sequenziert.	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5   Ergebnisse	  
	  
	  
5.1   Primerdesign	  
	  
Die	  verwendeten	  Primer	  der	  PCRs	  wurden	  eigens	  für	  diesen	  Zweck	  mit	  der	  Software	  Geneious	  
designt.	  Zum	  Darstellen	  von	  konservierten	  Regionen	  innerhalb	  des	  Hepatitis-­‐C-­‐Genoms	  und	  
zum	   Erstellen	   von	   Alignments	   von	   Primern	   mit	   genotypspezifischen	   Referenzsequenzen	  
wurde	   Geneious	   Version	   5.4.7	   verwendet.	   Referenzsequenzen	   zum	   HC-­‐Virus	   für	   die	  
Genotypen	  1a,	  1b	  und	  3a	  wurden	  der	  Los	  Alamos	  Hepatitis	  C	  Database	  (10)	  entnommen.	  
	  
Initial	   wurde	   versucht	   genotypübergreifend-­‐bindende	   Primer	   zu	   designen.	   Aufgrund	   der	  
hohen	  Mutationsrate	  und	  der	  daraus	  resultierenden	  genetischen	  Variabilität	   innerhalb	  von	  
HCV-­‐Genotypen	  und	  –subtypen	  konnten	  keine	  ausreichend	  konservierten	  Regionen	  für	  eine	  
mögliche	   Primerbindung	   ausgewählt	   werden.	   Deswegen	   erfolgte	   das	   Designen	   von	  
Primersequenzen	   genotypspezifisch.	   Es	   wurden	   Primer	   für	   äußere	   und	   nested-­‐	   bzw.	  
seminested-­‐PCR	  designt.	  Die	  Durchführung	  einer	   single-­‐step-­‐PCR	   reichte	  nicht	  aus,	  um	  die	  
Amplifikate	  erfolgreich	  zu	  sequenzieren.	  Die	  NS5B-­‐Region	  der	  Genotypen	  1a	  und	  1b	  (ca.	  1300	  
bp	  lang)	  wurde	  außerdem	  in	  zwei	  Teilstücke	  zerlegt	  (NS5B1	  und	  NS5B2),	  um	  die	  Sensitivität	  
der	  Amplifikation	  zu	  erhöhen.	  
	  
Im	   Vorfeld	   wurde	   zum	   Adaptieren	   des	   GC-­‐Gehaltes	   sowie	   Bestimmung	   der	  
Schmelztemperatur	   ein	   Tool	   namens	   OligoCalc	   auf	   der	   Internetseite	   der	   Firma	  Metabion,	  
München,	   genutzt.	   Zur	   Schmelzpunktbestimmung	  wurde	   die	   thermodynamische	  Methode	  
verwendet	  (46).	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Tabelle	  15:	  Primersequenzen	  für	  HCV	  Genotyp	  1a	  









[5’	  zu	  3’]	  
HCV_1a_NS3_S1_out	   HCV	  1a	  NS3,	  
äußere	  PCR	  
20	   63	   60	   GAA	  TGG	  YCT	  CCA	  AGG	  
GRT	  GG	  
HCV_1a_NS3_AS1_out	   HCV	  1a	  NS3,	  
äußere	  PCR	  
21	   63	   57	   GAC	  CTT	  GGT	  GCT	  YTT	  
RCC	  GCT	  
HCV_1a_NS3_S1_in	   HCV	  1a	  NS3,	  
nested	  PCR	  
20	   67	   70	   GCC	  CAG	  CAG	  ACR	  AGR	  
GGC	  CT	  
HCV_1a_NS3_AS1_in	   HCV	  1a	  NS3,	  
nested	  PCR	  
20	   65	   65	   ACC	  TGG	  YAR	  CTC	  TGG	  
GGC	  AC	  
HCV_1a_NS5A_S1_out	   HCV	  1a	  NS5A,	  
äußere	  PCR	  
21	   67	   67	   ACT	  CCR	  TGC	  TCC	  GGY	  
TCC	  TGG	  
HCV_1a_NS5A_AS1_out	   HCV	  1a	  NS5A,	  
äußere	  PCR	  
25	   67	   52	   CCY	  GCC	  TTA	  TYT	  CCA	  
CGT	  ATT	  CCT	  C	  
HCV_1a_NS5A_S1_in	   HCV	  1a	  NS5A,	  
nested	  PCR	  
20	   60	   55	   CAT	  CTG	  GGA	  CTG	  GAT	  
ATG	  CG	  
HCV_1a_NS5A_AS1_in	   HCV	  1a	  NS5A,	  
nested	  PCR	  
21	   63	   57	   CAG	  CGC	  GAA	  CKT	  RTA	  
GTT	  CGG	  
HCV_1a_NS5B_S1	   HCV	  1a	  NS5B1,	  
äußere	  PCR	  
23	   63	   48	   CCA	  ATA	  GAY	  ACY	  ACC	  
ATC	  ATG	  GC	  
HCV_1a_NS5B_AS2	   HCV	  1a	  NS5B1,	  
äußere	  PCR	  
22	   62	   50	   TGA	  CTG	  GAG	  TGT	  GTC	  
TTG	  CTG	  T	  
HCV	  rev	  (44)	   HCV	  1a	  NS5B1,	  
seminested	  
PCR	  
23	   65	   52	   GCN	  GAR	  TAY	  CTV	  GTC	  
ATA	  GCC	  TC	  
HCV_1a_NS5B_S2	   HCV	  1a	  NS5B2,	  
äußere	  PCR	  
20	   60	   55	   TTC	  ACG	  GAG	  GCT	  ATG	  
ACC	  AG	  
HCV_1a_NS5B_AS1	   HCV	  1a	  NS5B2,	  
äußere	  PCR	  
20	   60	   55	   CAT	  CGG	  TTG	  GGR	  ARG	  
AGG	  TA	  
HCV_1a_NS5B_S2	  in	  	   HCV	  1a	  NS5B2,	  
seminested	  
PCR	  
22	   59	   43	   ACG	  ACT	  TGG	  AGC	  TYA	  
TAA	  CAT	  C	  





21	   61	   53	   ACC	  TTC	  ATC	  GGT	  TGG	  
GRA	  RGA	  
Degenerierte	  Basen:	  R	  =	  AG,	  Y	  =	  CT,	  K	  =	  GT,	  V	  =	  ACG,	  N	  =	  ACGT	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Tabelle	  16:	  Primersequenzen	  für	  HCV	  Genotyp	  1b	  









[5’	  zu	  3’]	  
HCV_1b_NS3_S1_out	   HCV	  1b	  NS3,	  
äußere	  PCR	  
20	   64	   63	   ACG	  GCC	  TAC	  KCC	  CAA	  
CAG	  AC	  
HCV_1b_NS3_AS1_out	   HCV	  1b	  NS3,	  
äußere	  PCR	  
22	   65	   57	   GGA	  CGA	  GYA	  CCT	  
TGT	  ACC	  CTT	  G	  
HCV_1b_NS3_S1_in	   HCV	  1b	  NS3,	  
nested	  PCR	  
21	   66	   64	   CAT	  CAC	  YAG	  CCT	  CAC	  
AGG	  CCG	  
HCV_1b_NS3_AS1_in	   HCV	  1b	  NS3,	  
nested	  PCR	  
22	   64	   55	   CCA	  CTT	  GGA	  ATG	  TCT	  
GCG	  CTA	  
HCV_1b_NS5A_S1_out	   HCV	  1b	  NS5A,	  
äußere	  PCR	  
20	   65	   65	   GAG	  GAC	  TGC	  TCC	  
ACG	  CCA	  TG	  
HCV_1b_NS5A_AS1_out	   HCV	  1b	  NS5A,	  
äußere	  PCR	  
22	   64	   55	   TGC	  CCG	  TCA	  CGT	  AGT	  
GGA	  AAT	  C	  
HCV_1b_NS5A_S1_in	   HCV	  1b	  NS5A,	  
nested	  PCR	  
22	   62	   50	   GGG	  ATG	  TTT	  GGG	  
ACT	  GGA	  TAT	  G	  
HCV_1b_NS5A_AS1_in	   HCV	  1b	  NS5A,	  
nested	  PCR	  
20	   64	   63	   CGC	  GTR	  ACC	  TCC	  ACG	  
TAC	  TC	  
HCV_1b_NS5B_S1	   HCV	  1b	  NS5B1,	  
äußere	  PCR	  
23	   62	   46	   CAC	  CAA	  TTG	  ACA	  CYA	  
CCA	  TCA	  TG	  
HCV_1b_NS5B_AS2	   HCV	  1b	  NS5B1,	  
äußere	  PCR	  
21	   61	   52	   AGT	  GTG	  TCT	  AGC	  TGT	  
CTC	  CCA	  
HCV	  rev	  (44)	   HCV	  1b	  NS5B1,	  
seminested	  PCR	  
23	   65	   52	   GCN	  GAR	  TAY	  CTV	  GTC	  
ATA	  GCC	  TC	  
HCV_1b_NS5B_S2	   HCV	  1b	  NS5B2,	  
äußere	  PCR	  
21	   61	   52	   CTT	  CAC	  GGA	  GGC	  TAT	  
GAC	  TAG	  
HCV_1b_NS5B_AS1_out	   HCV	  1b	  NS5B2,	  
äußere	  PCR	  
20	   61	   58	   CAT	  CGG	  TTG	  GGG	  
AGC	  AGR	  TA	  
HCV_1b_NS5B_AS1_in	  	   HCV	  1b	  NS5B2,	  
seminested	  PCR	  
22	   63	   52	   CCC	  CTA	  CRG	  AAA	  GTA	  
GGA	  GTA	  G	  
Degenerierte	  Basen:	  R	  =	  AG,	  Y	  =	  CT,	  K	  =	  GT,	  V	  =	  ACG,	  N	  =	  ACGT	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Tabelle	  17:	  Primersequenzen	  für	  HCV	  Genotyp	  3a	  









[5’	  zu	  3’]	  
HCV_3a_NS5A_S1_out	   HCV	  3a,	  NS5A,	  
äußere	  PCR	  
23	   61	   44	   TGG	  ATC	  AAT	  GAA	  GAC	  
TAC	  CCA	  AG	  
HCV_3a_NS5A_AS1_out	   HCV	  3a,	  NS5A,	  
äußere	  PCR	  
21	   63	   57	   TCA	  ACG	  TAG	  CTG	  TTG	  
GCA	  GCC	  
HCV_3a_NS5A_S1_in	   HCV	  3a,	  NS5A,	  
innere	  PCR	  
22	   63	   52	   ATT	  GGC	  TGC	  GTA	  YCA	  
TCT	  GGG	  A	  
HCV_3a_NS5A_AS1_in	   HCV	  3a,	  NS5A,	  
innere	  PCR	  
21	   61	   52	   CAT	  AGT	  GCG	  CGA	  GTG	  
TAG	  TTG	  
HCV_3a_NS5B_S1_out	   HCV	  3a,	  NS5B,	  
äußere	  PCR	  
20	   56	   45	   AGA	  CAC	  CAC	  AAC	  TCC	  
AAT	  TC	  
HCV_3a_NS5B_AS1_out	   HCV	  3a,	  NS5B,	  
äußere	  PCR	  
19	   62	   63	   CAT	  CTC	  CGG	  GTG	  GAG	  
CAG	  A	  
HCV_3a_NS5B_S1_in	   HCV	  3a,	  NS5B,	  
innere	  PCR	  
21	   61	   52	   ACC	  ATC	  ATG	  GCG	  AAG	  
AAC	  GAG	  
HCV_3a_NS5B_AS1_in	   HCV	  3a,	  NS5B,	  
innere	  PCR	  
21	   63	   57	   CTG	  GTC	  ATA	  GCC	  TCC	  
GTG	  AAG	  
Degenerierte	  Basen:	  R	  =	  AG,	  Y	  =	  CT,	  K	  =	  GT,	  V	  =	  ACG,	  N	  =	  ACGT	  
	  
	  
5.2   Optimierung	  des	  PCR	  Protokolls	  
	  
5.2.1   Optimierung	  der	  RT-­‐Reaktion	  	  
	  
Im	  Laufe	  der	  Untersuchung	   ist	   festgestellt	  worden,	  dass	  die	  Sensitivität	  der	  Umschreibung	  
mittels	   Random	   Primer	   nicht	   für	   die	   erfolgreiche	   Amplifikation	   der	   NS5B-­‐Region	   der	  
Genotypen	  1a	  und	  1b	  ausreicht.	  Aus	  diesem	  Grund	  wurde	  die	  zu	  amplifizierende	  NS5B-­‐Region	  
(ca.	  1300	  bp)	  in	  zwei	  Teilstücke	  geteilt:	  Diese	  wurden	  der	  Reihenfolge	  nach	  NS5B1	  und	  NS5B2	  
genannt.	   Des	  Weiteren	   wurde	   für	   die	   Umschreibung	   dieser	   Region	   genspezifische	   Primer	  
genutzt.	   Für	   Genotyp	   1a	   wurden	   die	   Primer	   HCV_1a_NS5B_AS2	   (Teilstück	   NS5B1)	   und	  
HCV_1a_NS5B_as_neu2	  (Teilstück	  NS5B2),	  für	  den	  Genotyp	  1b	  die	  Primer	  HCV_1b_NS5B_AS2	  
(Teilstück	  NS5B1)	  und	  HCV_1b_NS5B_AS1	  (Teilstück	  NS5B2)	  verwendet.	  
Die	  RT	  Reaktion	  fand	  bei	  Benutzung	  von	  Random	  Primern	  bei	  50	  °C	  und	  bei	  Benutzung	  von	  
genspezifischen	  Primern	  bei	  55	  °C	  statt.	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5.2.2   Optimierung	  der	  PCR:	  nested	  und	  seminested	  PCR	  
	  
Für	   die	   PCR	   wurde	   das	   Platinum	   Taq	   DNA	   Polymerase	   Kit	   (Life	   technologies)	   nach	  
Empfehlungen	   des	   Herstellers	   verwendet	   Eine	   erfolgreiche	   Amplifikation	   wurde	   in	   den	  
meisten	   Fällen	   erst	   durch	   eine	   nested	   bzw.	   seminested	   PCR	   erreicht.	   Die	   dazugehörigen	  
Primer	  sind	   in	  der	  Tabelle	  15,	  Tabelle	  16	  und	  Tabelle	  17	  aufgelistet.	  Für	  alle	  äußeren	  PCRs	  
wurde	  eine	  Annealing-­‐Temperatur	  von	  60	  °C	  ausgewählt.	  Die	  nested	  und	  seminested	  PCRs	  




Abbildung	  3:	  Banden	  nach	  Single-­‐Step	  PCR	  sind	  nicht	  ausreichend	  für	  eine	  Sequenzierreaktion	  
Diese	  Gelfotographie	  zeigt	  Amplifikate	  von	  NS5B2	  des	  GT	  1a	  der	  Proben	  D15	  und	  D16	  nach	  single-­‐step-­‐PCR.	  Es	  wurden	  zwei	  
RT-­‐Reaktionen	  mit	  spezifischen	  AS-­‐Primern	  (AS)	  und	  Random	  Primern	  (rd)	  durchgeführt.	  In	  der	  Geltasche	  links	  außen	  ist	  die	  
100bp-­‐ladder	  und	  in	  der	  rechts	  außen	  ist	  die	  Negativkontrolle	  (neg)	  aufgetragen.	  Die	  Amplifikatlänge	  ist	  766	  bp.	  Schwache	  
Banden	  sind	  erkennbar,	  diese	  würden	  für	  eine	  erfolgreiche	  Sequenzierung	  nicht	  ausreichen.	  Aus	  diesem	  Grund	  wurde	  sich	  
entschieden	  die	  Amplifikation	  mittels	  nested-­‐	  bzw.	  seminested-­‐PCR	  durchzuführen	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Abbildung	  4:	  Durchführung	  der	  RT	  Reaktion	  mittels	  genspezifischer	  Primer	  
Diese	  Gelfotographie	  zeigt	  die	  Auswahl	  der	  Reaktionsbedingungen	  der	  Reversen	  Transkription.	  Es	  ist	  die	  Amplifikation	  von	  
HCV	  1a	  NS5B2	  der	  Proben	  D15	  und	  D16	  mit	  dazugehöriger	  Negativkontrolle	  (neg)	  durch	  seminested	  PCR	  dargestellt.	  Die	  
gesuchte	  Amplifikatlänge	  ist	  708	  bp.	  Die	  RT-­‐Reaktion	  ist	  mittels	  Zufallsprimer	  (rd)	  und	  spezifischem	  AS-­‐Primer	  (AS)	  
durchgeführt	  worden.	  
Durch	  Nutzung	  von	  random-­‐Primer	  zur	  RT-­‐Reaktion	  ist	  nur	  bei	  der	  Probe	  D15	  eine	  spezifische	  Bande	  entstanden.	  Bei	  der	  
Probe	  D16	  ist	  ein	  unspezifisches	  Produkt	  erkennbar.	  Bei	  der	  Durchführung	  der	  RT-­‐Reaktion	  mittels	  spezifischem	  AS-­‐Primer	  
sind	  bei	  beiden	  Proben	  die	  gesuchten	  Produkte	  amplifiziert	  worden.	  Aus	  diese	  Grund	  wurde	  für	  die	  NS55B-­‐Region	  der	  
Genotypen	  1a	  und	  1b	  eine	  RNA-­‐Umschreibung	  durch	  genspezifischen	  AS-­‐Primern	  ausgewählt.	  Es	  entstehen	  durch	  Einsatz	  
genspezifischer	  Primer	  mit	  höherer	  Sicherheit	  spezifische	  Genprodukte	  als	  durch	  den	  Einsatz	  von	  Zufallsprimern.	  
	  
	  
Die	  Methodik	  der	  Amplifikation	  der	  NS5B	  Region	  der	  Genotypen	  1a	  und	  1b	  musste	  im	  Laufe	  
der	  Versuche	  modifiziert	  werden.	  Ursprünglich	  wurde	  eine	  erste	  Amplifikation	  der	  gesamten	  
NS5B	   Region	   (ca.	   1300	   bp)	   und	   eine	   anschließende	   seminested	   PCR	   zur	   Amplifikation	   der	  
Teilstücke	  NS5B1	  und	  NS5B2	  durchgeführt.	  Für	  die	  Reverse	  Transkription	  wurde	  der	  Primer	  
1a_NS5B_AS1	  verwendet.	  Dieses	  Protokoll	  führte	  zu	  keiner	  suffizienten	  Amplifikation,	  so	  dass	  
die	  Strategie	  verändert	  werden	  musste.	  Im	  nächsten	  Schritt	  wurde	  die	  reverse	  Transkription	  
einzeln	  für	  die	  Teilstücke	  NS5B	  1	  und	  NS5B	  2	  durchgeführt	  und	  es	  wurde	  für	  die	  einzelnen	  
Teilstücke	  eine	  seminested	  PCR	  durchgeführt.	  Für	  den	  Genotyp	  1b	  führte	  diese	  Methode	  in	  
den	  meisten	  Fällen	  zur	  erfolgreichen	  Amplifikation	  der	  Teilstücke.	  Jedoch	  kam	  es	  bei	  der	  PCR	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zum	  Genotyp	  1a	  NS5B2	  zu	  einer	  Fehlbindung	  des	  AS	  Primers	  innerhalb	  der	  NS5B-­‐Region,	  so	  
dass	  ein	  nur	  ca.	  300	  bp	  langes	  Teilstück	  entstand.	  Aus	  diesen	  Grund	  wurde	  ein	  alternativer	  AS-­‐
Primer	   konstruiert	   (HCV_1a_NS5B_as_neu2),	   mit	   welchem	   fortwährend	   die	   reverse	  
Transkription	  und	  die	  PCR	  des	  hinteren	  Teilstückes	  der	  NS5B-­‐Region	  durchgeführt	  wurde.	  Ein	  
Mismatch	  konnte	  so	  vermieden	  werden.	  
	  
Durch	   die	   Länge	   des	   NS5B-­‐Amlifikats	   und	   der	   Notwendigkeit	   der	   Zerlegung	   dieses	   in	   die	  
Teilstücke	  NS5B1	  und	  NS5B2	  ergibt	  sich	  zwischen	  diesen	  beiden	  ein	  fehlendes	  Stück,	  welches	  
nicht	  amplifiziert	  werden	  kann.	  
Für	  den	  Genotyp	  1a	  umfasst	  diese	  Lücke	  25	  Aminosäuren	  ausgehend	  von	  der	  Aminosäure	  
2874	  bis	  einschließlich	  2898	  des	  HCV-­‐Genoms.	  Bei	  dem	  Genotyp	  1b	  wird	  die	  Lücke	  von	  11	  
Aminosäuren	  gebildet,	  beginnend	  mit	  der	  Aminosäure	  2868	  bis	  einschließlich	  2878	  reichend.	  
Eine	   fehlende	  Amplifikation	  und	  Sequenzierung	  dieser	  kurzen	  Abschnitte	  erweist	  sich	  nach	  
derzeitigem	   Kenntnisstand	   als	   unproblematisch,	   da	   dort	   keine	   bekannten	  
Resistenzmutationen	  zu	  finden	  sind.	  
	  
5.3   Amplifikation	  der	  Proben	  
	  
Die	   Proben	   wurden	   vor	   Beginn	   der	   Arbeit	   bereits	   im	   Rahmen	   der	   klinischen	   Diagnostik	  
untersucht.	   Es	   wurde	   mittels	   PCR	   der	   Genotyp	   und	   die	   Viruslast	   bestimmt.	   Diese	  
Informationen	  waren	  vor	  Durchführung	  der	  Resistenztestung	  bekannt.	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Tabelle	  18:	  Untersuchte	  Proben	  mit	  Viruslast	  
Gruppe	   Probenkürzel	   Genotyp	   Viruslast	  x	  10-­‐3	  [IU/ml]	  
NAIV	   N1	   1b	   231,4	  
NAIV	   N2	   1b	   68,7	  
NAIV	   N3	   1b	   1070,1	  
NAIV	   N4	   3a	   101	  
NAIV	   N5	   3a	   146,5	  
NAIV	   N6	   3a	   1063	  
NAIV	   N7	   1a	   654	  
NAIV	   N8	   1a	   1652	  
NAIV	   N9	   3a	   328,7	  
NAIV	   N10	   1b	   1123,4	  
NAIV	   N11	   3a	   175	  
DAA	   D1	   1b	   1143,1	  
DAA	   D2	   1b	   347,7	  
DAA	   D3	   1b	   195	  
DAA	   D4	   1b	   2621	  
DAA	   D5	   1b	   1072	  
DAA	   D6	   1b	   5,3	  
DAA	   D8	   3a	   7544,4	  
DAA	   D9	   3a	   24,5	  
DAA	   D10	   3a	   84	  
DAA	   D11	   1a	   6074	  
DAA	   D12	   1a	   1337,5	  
DAA	   D13	   1b	   310,5	  
DAA	   D15	   1a	   188,8	  
DAA	   D16	   1a	   1213,5	  
IFN	   I1	   3a	   124	  
IFN	   I2	   1a	   236,6	  
IFN	   I3	   1a/1b	   807,5	  
IFN	   I4	   1a	   89	  
IFN	   I6	   1b	   938,7	  
IFN	   I7	   1b	   16,6	  
IFN	   I8	   1b	   196,9	  
IFN	   I9	   1b	   66,5	  
IFN	   I10	   1a	   1155	  
IFN	   I11	   3a	   0,25	  
RES	   R1	   1a	   3283	  
RES	   R2	   1a	   1212	  
RES	   R3	   1b	   670,4	  
RES	   R4	   1b	   2064	  
RES	   R5	   1b	   44,6	  
RES	   R6	   1b	   19,6	  
RES	   R7	   1b	   247,7	  
RES	   R8	   1b	   19,6	  
RES	   R9	   3a	   10	  
RES	   R10	   1b	   12.748	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Nach	   Amplifikation	   und	   nach	   Anfertigung	   des	   Kontrollgels	   wurde	   für	   alle	   Proben	   eine	  
präparative	   Gelelektrophorese	   durchgeführt.	   Es	   wurden	   Banden	   spezifischer	   Länge	  
ausgeschnitten	  und	  nach	  vorheriger	  Gelextraktion	  die	  Sequenzierreaktion	  durchgeführt.	  Zur	  
Dokumentation	   wurde	   das	   Programm	   Chemiimager	   genutzt.	   Nachfolgend	   sind	   zwei	  




Abbildung	  5:	  Gelfotographie	  der	  Amplifikation	  der	  Resistenzregionen	  von	  HCV	  GT	  1b	  
Diese	  Aufnahme	  zeigt	  die	  Gelfotographie	  der	  kompletten	  Amplifikation	  der	  Proben	  R3	  und	  R5.	  (HCV	  GT	  1b)	  	  
Die	  gesuchten	  Amplifikatlängen	  sind	  für	  NS3	  548	  bp,	  NS5A	  325	  bp,	  NS5B1	  815	  bp	  und	  NS5B2	  726	  bp.	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Abbildung	  6:	  Gelfotographie	  der	  Amplifikation	  der	  Resistenzregionen	  von	  HCV	  GT	  3a	  
Diese	  Aufnahme	  zeigt	  die	  Amplifikation	  der	  Probe	  D8	  der	  NS5A	  und	  NS5B	  Region	  des	  Genotyps	  3a.	  Die	  gesuchten	  
Amplifikatlängen	  der	  nested	  PCR	  betragen	  für	  die	  NS5A	  Region	  325	  bp	  und	  für	  die	  NS5B	  Region	  626	  bp.	  
	  
Nachfolgend	  ist	  tabellarisch	  eine	  Übersicht	  der	  Erfolgsquote	  von	  allen	  untersuchten	  Proben	  
und	  PCRs	  dargestellt.	  
	  
Tabelle	  19:	  Erfolgsquote	  der	  diagnostischen	  PCRs	  zur	  Resistenzuntersuchung	  















erfolgreiche	  Amplifikate	   12	   13	   12	   24	   23	   24	   10	   10	  
untersuchte	  Proben	   14	   15	   14	   27	   26	   27	   10	   10	  
Erfolgsquote	  [%]	   86	  %	   87	  %	   86	  %	   89	  %	   88	  %	   89	  %	   100	  %	   100	  %	  
	  
5.4   Sequenzauswertung	  und	  Resistenzanalyse	  
	  
Zur	  Darstellung	  und	  Überarbeitung	  der	  Sequenzen	  wurde	  das	  Programm	  Geneious	  Version	  
5.4.7	  genutzt.	  Alle	  Sequenzen	  wurden	  manuell	  kontrolliert	  und	  ggf.	  editiert.	  Nachfolgend	  ist	  
exemplarisch	  die	  Sequenz	  der	  NS5A	  Region	  der	  Probe	  D16	  dargestellt.	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Abbildung	  7:	  Patientenprobe	  D16	  sense	  (HCV	  1a	  NS5A)	  
Die	  Sequenz	  der	  Probe	  D16	  ist	  in	  sense	  Richtung	  exemplarisch	  abgebildet.	  Ambiguitäten	  können	  die	  Kodierung	  einer	  Base	  als	  
Wobble	  Base	  nötig	  machen.	  Alle	  Sequenzen	  wurden	  aus	  diesem	  Grund	  begutachtet	  und	  etwaige	  Wobble	  Basen	  wurden	  
manuell	  eingefügt.	  Zur	  Darstellung	  und	  Bearbeitung	  wurde	  das	  Programm	  Geneious	  Version	  5.4.7	  genutzt.	  
	  
	  
Abbildung	  8:	  Patientenprobe	  D16	  antisense	  (HCV	  1a	  NS5A)	  
Die	  Sequenz	  von	  Probe	  D16	  ist	  in	  antisense	  Richtung	  exemplarisch	  abgebildet.	  Zur	  Darstellung	  und	  Bearbeitung	  wurde	  das	  
Programm	  Geneious	  Version	  5.4.7	  genutzt.	  
	  
	  
Abbildung	  9:	  D16	  NS5A	  sense	  und	  antisense	  (Ausschnitt)	  
Ein	  Ausschnitt	  der	  Zusammenfügung	  der	  Sequenzen	  der	  Probe	  D16	  ist	  in	  sense	  und	  antisense	  Richtung	  dargestellt.	  Alle	  
Sequenzen	  wurden	  manuell	  überarbeitet	  (siehe	  gelbe	  Unterstreichung).	  Doppelpeaks,	  welche	  sowohl	  in	  sense	  als	  auch	  in	  
antisense	  Richtung	  zu	  erkennen	  waren,	  wurden	  durch	  Wobble-­‐Basen	  codiert	  (siehe	  grau	  hinterlegte	  Basen).	  Zur	  Darstellung	  
und	  Überarbeitung	  wurde	  das	  Programm	  Geneious	  Version	  5.4.7	  genutzt.	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Nachdem	   die	   Sequenzen	   in	   Sense	   und	   Antisense-­‐Richtung	   abgeglichen	   und	   manuell	  
nachbearbeitet	  wurden,	  wurde	  die	   gesamte	   Sequenz	   auf	  Resistenzmutationen	  untersucht.	  
Dazu	  wurde	  die	  Geno2pheno	  Datenbank	  (10)	  genutzt.	  Dieses	  Online-­‐Tool	  gleicht	  die	  Sequenz	  
mit	   der	   Resistenz-­‐Datenbank	   ab	   und	   eine	   Auflistung	   von	   Resistenzen	   und	   vermindertem	  
Ansprechen	  auf	  Medikamente	  kann	  eingesehen	  und	  als	  pdf-­‐Datei	  heruntergeladen	  werden.	  
	  
	  
Abbildung	  10:	  Resistenzauswertung	  Probe	  D15	  
Diese	  Abbildung	  zeigt	  die	  Resistenzauswertung	  der	  NS5A	  Region	  des	  Probe	  D16	  mittels	  dem	  geno2pheno	  Online-­‐Tool	  (10).	  
Es	  konnten	  keine	  Resistenzmutationen	  für	  bestimmte	  DAA	  festgestellt	  werden.	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Abbildung	  11:	  Resistenzauswertung	  Probe	  i3	  
Diese	  Abbildung	  zeigt	  die	  Resistenzauswertung	  der	  NS5A	  Region	  des	  Probe	  i3	  mittels	  dem	  geno2pheno	  Online-­‐Tool	  (10).	  




Abbildung	  12:	  Resistenzauswertung	  Probe	  i3	  
Diese	  Abbildung	  zeigt	  die	  Resistenzauswertung	  der	  NS53	  Region	  der	  Probe	  R2b	  mittels	  dem	  geno2pheno	  Online-­‐Tool	  (10).	  
Diese	  Probe	  enthält	  zwei	  Punktmutationen.	  Diese	  verursachen	  eine	  Resistenz	  auf	  Simeprevir	  (80K)	  und	  ein	  vermindertes	  
Therapieansprechen	  auf	  Telaprevir	  (174S).	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5.5   Vorhandene	  Resistenzmutationen	  
	  
5.5.1   Mutationen	  sortiert	  nach	  Region	  
	  
Das	   Vorhandensein	   von	   Mutationen	   kann	   in	   unterschiedlicher	   Weise	   den	   Therapieerfolg	  
beeinflussen.	  Bestimmte	  Mutationen	  werden	  mit	  Medikamentenresistenzen	  bzw.	  mit	  einem	  
verminderten	   Ansprechen	   auf	   bestimmte	   Medikamente	   assoziiert.	   Möglich	   sind	   auch	  
Punktmutationen	   ohne	   Beeinflussung	   des	   Therapieansprechens.	   In	   der	   Geno2Pheno-­‐
Datenbank	  (10)	  sind	  alle	  in	  Studien	  identifizierten	  Resistenzmutationen	  zusammengetragen.	  
Eine	  Übersicht	   aller	   identifizierten	  Mutationen	  einschließlich	  Referenzquelle	   findet	   sich	   im	  
Anhang	  (Tabelle	  25:	  Auflistung	  von	  Resistenzmutationen	  nach	  geno2pheno[hcv]	  
In	   den	   nachfolgenden	   Tabellen	   sind	   in	   der	  Untersuchung	   vorkommende	   Punktmutationen	  
dargestellt,	  welche	  zu	  einem	  Therapieversagen	  führen	  können.	  Es	  wurden	  die	  Häufigkeiten	  
des	  Auftretens	  der	  Punktmutation	  in	  den	  untersuchten	  Proben	  sowie	  dazugehörige	  DAA	  mit	  
verminderten	  Therapieansprechen	  bzw.	  Resistenz	  aufgelistet.	  
	  
Tabelle	  20:	  Resistenzen/vermindertes	  Therapieansprechen	  der	  NS3	  Region	  (1)	  
NS3	   36A	   54S	   80K	   122G	   155K	  
Anzahl	  der	  Proben	  	  
mit	  Mutation	   1	   1	   7	   3	   2	  
Gesamtanzahl	  
der	  Proben	   34	   34	   34	   34	   34	  



















	   	   Simeprevir	   Grazoprevir	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Tabelle	  21:	  Resistenzen/vermindertes	  Therapieansprechen	  der	  NS3	  Region	  (2)	  
NS3	   156S	   168V	   170T	   174N	   174S	  
Anzahl	  der	  Proben	  	  
mit	  Mutation	  
1	   1	   2	   2	   2	  
Gesamtanzahl	  
der	  Proben	  
34	   34	   34	   34	   34	  
Prozent	   2,94	  % 2,94	  % 5,88	  % 5,88	  % 5,88	  % 


















	   	   Telaprevir	  
	  
Bei	  der	  NS3	  Region	   tritt	   in	  dem	  untersuchten	  Probenkollektiv	  die	  Mutation	  80K	  und	  122G	  
(8,82	  %)	  am	  häufigsten	  auf.	  Diese	  Punktmutationen	  führen	  zu	  einer	  Resistenz	  bzw.	  zu	  einem	  
verminderten	  Ansprechen	  des	  Protease-­‐Inhibitors	  Simeprevir.	  
	  
Tabelle	  22:	  Resistenzen/vermindertes	  Therapieansprechen	  der	  NS5A	  Region	  
NS5A	   28T	   30H	   31M	   58N	   93H	  
Anzahl	  der	  Proben	  	  
mit	  Mutation	   1	   1	   8	   1	   3	  
Gesamtanzahl	  
der	  Proben	   45	   45	   45	   45	   45	  
Prozent	   2,22	  %	   2,22	  %	   17,78	  %	   2,22	  %	   6,67	  %	  





















	   	   Daclatasvir	  
	  
	   	  
	  
Bei	   der	  Untersuchung	  der	  NS5A	  Region	   ist	   die	   am	  häufigsten	   aufgetretene	  Mutation	   31M	  
(17,78	  %).	  Diese	  führt	  zu	  einer	  Resistenz	  für	  die	  Medikamente	  Daclatasvir,	  Elbasvir,	  Ledipasvir	  
und	  Ombitasvir	  bzw.	  zu	  einem	  verminderten	  Ansprechen	  auf	  Daclatasvir.	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Tabelle	  23:	  Resistenzen/vermindertes	  Therapieansprechen	  der	  NS5B	  Region	  
NS5B	   159F	   316N	   451Y	   556G	   556N	  
Anzahl	  der	  Proben	  	  
mit	  Mutation	  
5	   5	   1	   6	   2	  
Gesamtanzahl	  
der	  Proben	  
45	   45	   45	   45	   45	  
Prozent	        








Sofosbuvir	   	   	   	   	  
	  
Die	  NS5B	  Region	  der	  untersuchten	  Proben	  weist	  als	  häufigste	  Mutation	  556G	  auf	  (13,33	  %).	  
Diese	  führt	  zu	  einer	  Resistenz	  gegenüber	  des	  Replikase-­‐Inhibitors	  Dasabuvir.	  
	  
5.5.2   Mutationen	  sortiert	  nach	  Gruppen	  
	  
Die	  Auswahl	  der	  Proben	  und	  die	  Einteilung	  in	  Gruppen	  erfolgte	  in	  Hinsicht	  auf	  Vortherapie.	  
Dies	   hatte	   zum	   einen	   den	   Zweck	   zu	   überprüfen,	   ob	   eine	   bestimmte	   Vortherapie	   die	  
Amplifizierbarkeit	   in	   den	   diagnostischen	   PCRs	   beeinflussen.	  
Des	  Weiteren	  lässt	  das	  auch	  Rückschlüsse	  auf	  medikamenteninduzierte	  Resistenzen	  zu.	  Da	  die	  
Fallzahl	  zu	  gering	  ist,	  um	  den	  Zusammenhang	  zwischen	  einzelnen	  Mutationen	  und	  der	  Art	  der	  
Vortherapie	   zu	   bestimmen,	   wurde	   das	   Gesamtauftreten	   von	   Mutationen,	   die	   die	  
medikamentöse	  Therapie	  modifizieren	  können,	  betrachtet.	   In	  der	  Tabelle	  24:	  Aufgetretene	  
Resistenzen	   bzw.	   Fälle	   von	   vermindertem	   Therapieansprechen	   innerhalb	   der	  
Patientengruppen	   ist	   aufgelistet,	   bei	   wie	   vielen	   der	   Proben	   der	   verschiedenen	   Gruppen	  
mindestens	   eine	   Resistenzmutation	   gefunden	   wurde,	   die	   für	   ein	   vermindertes	  
Therapieansprechen	   verantwortlich	   war.	   Proben,	   die	   mindestens	   eine	   RAM	   enthalten,	  
werden	  hier	  als	  Resistenzproben	  bezeichnet.	  Es	  ist	  in	  Prozent	  angegeben	  wie	  hoch	  der	  Anteil	  
dieser	  möglicherweise	  resistenten	  Proben	  an	  der	  Gesamtheit	  der	  untersuchten	  Proben	  ist.	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Tabelle	  24:	  Aufgetretene	  Resistenzen	  bzw.	  Fälle	  von	  vermindertem	  Therapieansprechen	  
innerhalb	  der	  Patientengruppen	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6   Diskussion	  
	  
	  
6.1   Einsatz	  der	  Methode	  in	  der	  klinischen	  Diagnostik	  
	  
6.1.1   Erfolgreiche	  Amplifikation	  von	  Therapieresistenzen	  
	  
Das	  Ziel	  der	  Arbeit	  war	  eine	  PCR	  zu	  entwickeln,	  welche	  in	  der	  virologischen	  Diagnostik	  zum	  
Screening	  auf	  HCV-­‐Resistenzen	  gegen	  DAA	  eingesetzt	  werden	  kann.	  
Das	   in	   dieser	   Arbeit	   verwendete	   PCR-­‐Protokoll	   amplifiziert	   zuverlässig	   die	  NS3-­‐Region	   der	  
Genotypen	  1a	  und	  1b	  sowie	  die	  NS5A-­‐	  und	  NS5B-­‐Regionen	  der	  Genotypen	  1a,	  1b	  und	  3a	  und	  
detektiert	   damit	   die	   therapierelevanten	   Resistenzen	   der	   in	   Deutschland	   infizierten	   HCV-­‐
Patienten.	   Erfreulicherweise	   kommt	   dieses	   Protokoll	   zur	   HCV-­‐Resistenztestung	   in	   der	  
virologischen	  Diagnostik	  des	  Universitätsklinikums	  Leipzig	  zum	  Einsatz.	  
	  
6.1.2   Auswahl	  der	  Nachweismethode	  
	  
Zum	  Nachweis	  von	  Resistenzmutationen	  wurde	  sich	  für	  die	  Methode	  der	  PCR	  entschieden.	  
Neben	   der	   PCR	   hätten	   Resistenzmutationen	   auch	   mittels	   Reverse-­‐Hybridisierung	   an	  
Oligonukleotiden	   nachgewiesen	  werden	   können.	   Ein	   Beispiel	   ist	   die	   Verwendung	   des	   Line	  
Probe	  Assays	  (LiPA	  2.0),	  der	  auch	  für	  die	  Genotypisierung	  von	  HCV	  genutzt	  werden	  kann.	  Eine	  
Gegenüberstellung	  der	   beiden	  Methoden	   (Typisierung	  mittels	   RealTime	  PCR	  und	   LiPA	  2.0)	  
erfolgte	  von	  Liu	  et	  al	  (47).	  Beide	  Methoden	  sind	  in	  etwa	  gleich	  zuverlässig	  bei	  der	  Bestimmung	  
des	   korrekten	   Genotyps.	   Mit	   der	   PCR	   kann	   bereits	   eine	   geringere	   Konzentration	   an	  
Viruspartikeln	  nachgewiesen	  werden	  (Nachweisgrenze	  von	  500	  IU/ml	  bei	  der	  RT-­‐PCR	  vs.	  1100	  
IU/ml	  beim	  LiPA	  2.0).	  Darüber	  hinaus	  ist	  die	  PCR	  im	  Vergleich	  weniger	  kostenintensiv	  und	  in	  
der	   Durchführung	   weniger	   zeitaufwendig	   (47).	   Die	   nested	   bzw.	   seminested	   PCR	   ist	   eine	  
sensitive	   Methode	   zur	   Detektion	   von	   Resistenzmutationen	   und	   ermöglicht	   auch	   die	  
Amplifikation	   von	   längeren	   Genprodukten.	   Im	   Institut	   für	   Virologie	   wird	   neben	   der	  
Resistenzanalyse	   auch	   die	   HCV-­‐Genotypisierung	   und	   die	   Viruslastbestimmung	  mittels	   PCR	  
durchgeführt.	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6.1.3   Kriterien	  einer	  guten	  diagnostischen	  Nachweismethode	  
	  
Die	  PCR	  ist	  eine	  für	  diesen	  Zweck	  optimale	  Nachweismethode,	  zumindest	  nach	  den	  Kriterien,	  
die	  im	  Vorfeld	  für	  eine	  adäquate	  diagnostische	  Methode	  definiert	  wurden.	  In	  Anlehnung	  an	  
diese	  wurde	  ein	  Protokoll	  entwickelt.	  
	  
Die	  nach	  den	  Überlegungen	  wichtigste	  Eigenschaft	   ist,	  dass	  die	  Methode	  eine	  ausreichend	  
hohe	  Erfolgsquote	  hat,	  zuverlässig	  und	  reproduzierbar	  ist.	  Die	  Erfolgsquote	  lässt	  sich	  in	  der	  	  
	  
Tabelle	  19	  ablesen.	  Mit	  einer	  Erfolgsquote	  von	  86	  –	  100	  %	  (je	  nach	  Genotyp	  und	  Genlocus)	  ist	  
ein	  sinnvoller	  Einsatz	  in	  der	  klinischen	  Diagnostik	  möglich.	  Außerdem	  hat	  sich	  gezeigt,	  dass	  die	  
tatsächliche	  Erfolgsquote	  höher	   ist,	  da	  die	  Proben	  zur	  Diagnostik	   im	  Unterschied	  zu	  den	   in	  
dieser	   Arbeit	   untersuchten	   Proben	   direkt	   nach	   der	   Aufbereitung	   ohne	   Zwischenlagerung	  
untersucht	  werden	  können.	  
	  
Die	   Methode	   sollte	   mit	   geringem	   personellen	   Aufwand	   durchgeführt	   werden	   können.	   Es	  
bedarf	  einer	  Person,	  um	  die	  nested	  PCR	  durchzuführen.	  Darüber	  hinaus	  sollte	  die	  Reaktion	  
möglichst	  kostengünstig	  durchgeführt	  werden	  können.	  
	  
Die	  Nachweismethode	  sollte	  einfach	  durchführbar	  und	  nicht	  störanfällig	  sein.	  Lediglich	  der	  
Schritt,	  bei	  dem	  die	  aus	  Serumproben	  extrahierte	  virale	  RNA	  zum	  Mastermix	  hinzugegeben	  
wird,	  ist	  sehr	  sensibel	  und	  für	  Störungen	  anfällig.	  Hier	  muss	  man	  unbedingt	  auf	  eine	  schnelle	  
Arbeitsweise	   und	   eine	   möglichst	   geringe	   Unterbrechung	   der	   Kühlungskette	   achten.	   Alle	  
anderen	  Schritte	  der	  PCRs	  sind	  wenig	  störanfällig.	  
	  
Zusammenfassend	  kann	  man	  sagen,	  dass	  die	  Methode	  den	  gesetzten	  Kriterien	  gerecht	  wird	  
und	  sich	  für	  den	  Einsatz	  in	  der	  klinischen	  Diagnostik	  eignet.	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6.1.4   Verbesserungsmöglichkeiten	  
	  
Ein	  sensibler	  Schritt	  in	  der	  Entwicklung	  eines	  suffizienten	  PCR-­‐Protokolls	  ist	  die	  Auswahl	  von	  
geeigneten	  Primern.	  Idealerweise	  möchte	  man	  Primer,	  die	  möglichst	  sensitiv	  und	  spezifisch	  
binden.	  Ideale	  Primer	  binden	  auch	  bei	  einer	  sehr	  geringen	  Anzahl	  von	  Viruskopien	  an	  die	  virale	  
RNA,	  aber	  möglichst	  nicht	  an	  ebenfalls	  in	  Pateientenseren	  enthaltene	  RNA	  und	  DNA	  anderer	  
Spezies.	   Natürlich	   wird	   dies	   maßgeblich	   durch	   die	   ausgewählte	   Primersequenz	   erreicht,	  
jedoch	  beeinflussen	  auch	  andere	  Modalitäten	  wie	  z.B.	  eine	  optimale	  Annealing-­‐Temperatur	  
die	  Primerbindung.	  
	  
Die	  Verbesserungsmöglichkeiten	  setzen	  genau	  dort	  an.	  
Eine	  genotypübergreifende	  Primerbindung	  sowie	  eine	  single-­‐step	  PCR	  zur	  Resistenztestung	  
konnten	   in	   dieser	   Untersuchung	   nicht	   erreicht	   werden.	   Zur	   Resistenztestung	   wurde	   eine	  
nested	  (bzw.	  seminested)	  PCR	  mit	   jeweils	  äußerem	  und	   innerem	  Primerpaar	  durchgeführt.	  
Des	   Weiteren	   wurde	   je	   nach	   Genotyp	   ein	   anderes	   Protokoll	   mit	   unterschiedlichen	  
Primerkombinationen	   verwendet.	   Daraus	   ergeben	   sich	   auch	   Verbesserungsmöglichkeiten.	  
Anzustreben	  wäre	  es,	  die	  gesuchten	  Sequenzen	  genotypübergreifend	  und	   in	  nur	  einer	  PCR	  
statt	  in	  einer	  nested	  bzw.	  seminested	  PCR	  zu	  amplifizieren.	  
	  
Ein	   PCR-­‐Protokoll	   für	   einen	   Genotyp	   würde	   neben	   dem	   geringeren	   Arbeitsaufwand	   auch	  
bedeuten,	  dass	  eine	  vorherige	  Genotypisierungs-­‐PCR	  nicht	  notwendig	  ist.	  Die	  Amplifikate	  der	  
NS3-­‐,	  NS5A-­‐	  und	  NS5B-­‐Region	  könnten	  zur	  Genotyp-­‐Bestimmung	  genutzt	  werden.	  
Das	  Durchführen	  einer	  einzelnen	  statt	  einer	  nested	  PCR	  würde	  den	  Arbeits-­‐	  und	  Zeitaufwand	  
ebenfalls	  minimieren.	  Obwohl	  eine	  Amplifikation	  der	  Proben	  in	  nur	  einer	  PCR	  versucht	  wurde,	  
gelang	  dies	  in	  den	  meisten	  Fällen	  nicht.	  
Die	  Nukleotidsequenz	  verschiedener	  Genotypen	  unterscheidet	  sich	  in	  über	  30	  %,	  bei	  Subtypen	  
zwischen	  15	  –	  25	  %	  (5).	  Besonders	  die	  NS3,	  NS5A	  und	  NS5B	  Region,	  sind	  Regionen,	  die	  sehr	  
gering	   genetisch	   konserviert	   und	   durch	   ein	   häufiges	   Auftreten	   von	   Mutationen	  
gekennzeichnet	  sind	  (48).	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6.1.5   Zeitpunkt	  des	  Einsatzes	  der	  Hepatitis	  C	  Resistenztestung	  
	  
Nachdem	   das	   Protokoll	   so	   etabliert	   wurde,	   dass	   es	   sich	   für	   den	   Einsatz	   in	   der	   klinischen	  
Diagnostik	   eignet,	   gilt	   es	   noch	   zu	   klären,	   welcher	   Zeitpunkt	   für	   den	   Einsatz	   einer	   HCV	  
Resistenztestung	  sinnvoll	  ist.	  
	  
Die	   SVR	   Raten	   unter	   DAA	   Therapie	   sind	   verglichen	   mit	   der	   zuvor	   durchgeführten	  
konventionellen	  Therapie	  mittels	   Interferon	  und	  Ribavirin	  sehr	  hoch:	  Unter	  Sofosbuvir	  und	  
Ledipasvir	  erreichen	  93	  –	  96	  %	  der	  Patienten	  nach	  12	  Therapiewochen	  ein	  SVR	  (31).	  
	  
Naheliegend	  ist	  der	  Einsatz	  einer	  Resistenztestung,	  nachdem	  eine	  DAA	  Therapie	  erfolgte,	  die	  
kein	  dauerhaftes	  SVR	  erzielen	  konnte,	  um	  so	  die	  erneute	  Therapie	  nach	  Resistenzlage	  planen	  
zu	  können.	  Doch	  zu	  diesem	  Zeitpunkt	  haben	  sich	  durch	  Selektionsdruck	  bereits	  Resistenzen	  
gebildet.	  Die	  Chance	  auf	  Ausheilung	  ist	  geringer.	  
Trotzdem	   ist	   aufgrund	   der	   hohen	   SVR	   Raten	   unter	   DAA	   Therapie	   eine	   generelle	  
prätherapeutische	   Durchführung	   der	   Resistenztestung	   bei	   allen	   Patienten	   nicht	   sinnvoll.	  
Es	  gilt	  möglichst	  ein	  Therapieversagen	  zu	  verhindern	  und	  gleichzeitig	  die	  dafür	  gefährdeten	  
Patienten	  zu	  identifizieren,	  um	  die	  Testung	  auch	  in	  einem	  ökonomischen	  Aspekt	  rechtfertigen	  
zu	  können.	  
	  
Eine	  Klärung	  der	  Resistenzlage	  vor	  Therapie	  kann	  bei	  bestimmten	  Risikogruppen	  von	  Nutzen	  
sein.	  Verglichen	  mit	  SVR-­‐Raten	  von	  93	  –	  96	  %	  (31)	  kann	  bei	  HCV-­‐Patienten	  mit	  Genotyp	  1	  und	  
dekompensierter	  Leberzirrhose	  sowie	  posttransplantierten	  Patienten	  mit	  Zirrhose	  durch	  DAA	  
Therapie	   lediglich	   eine	   SVR-­‐Rate	   von	   85	   %	   erreicht	   werden	   (32).	   In	   der	   Frage	   der	  
routinemäßigen	   Testung	   vor	   Therapie	   wird	   in	   manchen	   Publikationen	   auch	   eine	   andere	  
Ansicht	   vertreten.	   In	   der	   Untersuchung	   von	   Di	   Maio	   et	   al.	   aus	   dem	   Jahr	   2013	   wird	   die	  
prätherapeutische	   Resistenztestung	   DAA-­‐naiver	   Patienten	   insbesondere	   nach	  
Interferon/Ribavirin	   Therapie	   aufgrund	   der	   geringen	   genetischen	   Barriere	   und	   den	  
natürlichen	  Polymorphismen	  empfohlen	  (48).	  
	  
Der	  Einsatz	  einer	  prätherapeutischen	  Testung	  empfiehlt	  sich	  auch,	  weil	  der	  kritische	  klinische	  
Zustand	   der	   Patienten	   eine	  möglichst	   schnelle	   Therapie	   und	   Heilung	   fordert.	   Dazu	   zählen	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Patienten	   mit	   hochgradiger	   Leberzirrhose	   oder	   immunsupprimierte	   Patienten.	   Eine	  
therapieinduzierte	  Bildung	  von	  RAVs	  sollte	  bei	  diesem	  Patientenkollektiv	  möglichst	  verhindert	  
werden.	  
	  
Neben	  dem	  Zustand	  und	  den	  Begleiterkrankungen	  des	  Patienten,	  kann	  auch	  ein	  verzögertes	  
virologisches	   Ansprechen	   auf	   ein	   Scheitern	   der	   antiviralen	   Therapie	   hinweisen	   (slow	  
response).	   Bei	   dem	   Verdacht	   einer	   slow	   response,	   insbesondere	   in	   Kombination	   mit	   den	  
anderen	  zuvor	  genannten	  Risiken,	  ist	  eine	  HCV-­‐Resistenztestung	  empfehlenswert.	  
	  
6.2   Probleme	  und	  Fehleranalyse	  
	  
6.2.1   Probleme	  bei	  der	  Recherche	  
	  
Seit	  Einführung	  der	  DAAs,	  steht	  auch	  die	  dazugehörige	  Therapieresistenztestung	  im	  Zentrum	  
der	   wissenschaftlichen	   Forschung.	   In	   Vorbereitung	   auf	   diese	   Arbeit	   wurde	   gezielt	   nach	  
Studien	   gesucht,	   in	   denen	   die	  Methodik	   der	   Resistenztestung	   samt	   Primersequenzen	   und	  
Reaktionsbedingungen	  untersucht	  und	  veröffentlicht	  wurden.	  Jedoch	  war	  es	  auffallend,	  dass	  
Primersequenzen	  oft	  nicht	  veröffentlicht	  wurden	  oder	  diese	  nach	  Überprüfung	  an	  einer	  HCV-­‐
Referenzsequenz	  mittels	  Geneious	  nicht	  an	  der	  Matrize	  des	  zu	  amplifizierenden	  Produktes	  
banden.	  Aus	  diesem	  Grund	  wurde	  sich	  entschieden,	  die	  Primer	  selbst	  zu	  designen.	  
	  
6.2.2   Gründe	  für	  eine	  erfolglose	  Amplifikation	  
	  
Im	  Laufe	  der	  Untersuchung	  konnten	  nicht	  alle	  Resistenzloci	  von	  allen	  vorausgewählten	  Proben	  
amplifiziert	  werden.	  Mögliche	  Gründe	  für	  ein	  Versagen	  der	  Methodik	  sind	  insbesondere:	  
	  
1.   geringe	  Viruskonzentration	  in	  der	  entnommenen	  Probe.	  Für	  alle	  Proben	  wurde	  nach	  
der	   Entnahme	   neben	   dem	   Genotyp	   auch	   die	   Viruslast	   bestimmt.	   Da	   es	   sich	   um	  
unvorselektierte	   Patientenproben	   handelte,	   gab	   es	   initial	   unterschiedliche	  
Ausgangsbedingungen.	  	  
2.   Degradation	   der	   viralen	   RNA.	   Mögliche	   Ursachen	   hierfür	   wären	   beispielsweise	  
Verunreinigungen	  der	  Probe	  und	  der	  daraus	  resultierende	  Abbau	  des	  viralen	  Genoms	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durch	  RNAsen	  und	  DNAsen.	  Auch	  kann	  retrospektiv	  eine	  unsachgemäße	  Lagerung	  und	  
Unterbrechung	  der	  Kühlungskette	  nicht	  sicher	  ausgeschlossen	  werden.	  
3.   Mutationen	  in	  den	  Primerbindungsstellen	  der	  PCR.	  
	  
Obwohl	  entweder	  eine	  initial	  zu	  geringe	  Viruskonzentration	  oder	  die	  vorzeitige	  Degeneration	  
denkbare	   Möglichkeiten	   für	   das	   Versagen	   der	   PCR	   bleibt,	   scheint	   es	   keinen	   direkten	  
Zusammenhang	  mit	  dem	  Versagen	  einer	  Amplifikation	  und	  einer	  geringen	  Viruslast	  zu	  geben.	  
Zur	  Übersicht	  der	  Proben	  und	  die	  dazugehörige	  Viruslast	  dient	  die	  Tabelle	  18.	  
Die	  in	  die	  Untersuchung	  eingeschlossene	  Probe	  mit	  der	  geringsten	  Viruslast	  ist	  die	  Probe	  i11	  
vom	  Genotyp	  3a	  mit	  einer	  Viruskonzentration	  von	  250	  IU/ml.	  Eine	  Amplifikation	  dieser	  Probe	  
konnte	  durch	  nested	  PCR	  erzielt	  werden.	  Für	  bestimmte	  Proben	  mit	  weitaus	  höherer	  Viruslast	  
gelang	  die	  Amplifikation	  nicht.	  
Es	   ist	   feststellbar,	   dass	   eine	   hohe	   Viruslast	   der	   Probe	   das	   Amplifizieren	   der	   gewünschten	  
Produkte	  erleichtert	  hat.	  Jedoch	  ist	  anzunehmen,	  dass	  eine	  nicht	  erreichte	  Amplifikation	  nicht	  
ausschließlich	  an	  der	  zu	  geringen	  Viruskonzentration	  der	  Probe	  liegt,	  sondern	  eher	  einzelne	  
Schritte	  der	  PCR,	  insbesondere	  das	  Primerannealing,	  nicht	  adäquat	  ablaufen	  können.	  
	  
6.2.3   Primerannealing	  
	  
Einer	   der	   entscheidenden	   Schritte	   einer	   PCR-­‐Reaktion	   ist	   die	   optimale	   Passfähigkeit	   der	  
verwendeten	  Primer	  (Annealing).	  Dies	  wird	  neben	  der	  optimalen	  Annealing-­‐Temperatur	  auch	  
durch	  das	  Übereinstimmen	  der	  Primersequenz	  mit	  der	  Sequenz	  der	  Matrize	  beeinflusst.	  
Da	   das	   HCV	   Virus	   als	   RNA	   Virus	   eine	   hohe	   Replikationsrate	   und	   keine	   proof-­‐reading-­‐
Mechanismen	   nach	   Replikation	   besitzt,	   weist	   es	   eine	   hohe	   genetische	   Variabilität	   auf.	  
Insofern	   sind	   auch	   Punktmutationen	   an	   den	   Primerbindungsstellen	   im	   Virusgenom	   eine	  
mögliche	  Ursache,	  warum	  ein	  Binden	  der	  Primer	  nicht	  erfolgte	  und	  dadurch	  eine	  erfolgreiche	  
Amplifikation	  in	  der	  PCR	  nicht	  erreicht	  werden	  konnte.	  
Ein	   initial	   korrekt	   bestimmter	   Genotyp	   ist	   die	   Voraussetzung,	   damit	   eine	   Amplifikation	  
erreicht	  werden	  konnte.	   In	  dieser	  Untersuchung	  wurden	   für	  die	  Genotypen	  1a,	  1b	  und	  3a	  
verschiedene	  Primer	  designt	  und	  eingesetzt.	  Aus	  diesem	  Grund	  kann	  ein	  Versagen	  theoretisch	  
auch	  an	  einem	  initial	  falsch	  bestimmten	  Genotyp	  bzw.	  an	  viralen	  Hybridvarianten	  liegen.	  Für	  
die	   Typisierung	   wurde	   die	   NS5B	   Region	   verwendet,	   welche	   mit	   53	   %	   der	   Aminosäuren	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moderat	   genetisch	   konserviert	   ist	   (48)	   und	   sich	   aus	   diesem	   Grund	   für	   eine	   Genotyp-­‐
Bestimmung	   eignet.	   Nichts	   desto	   trotz	   kann	   ein	   falsch	   bestimmter	   Genotyp	   durch	  
Punktmutationen	  in	  diesem	  Bereich	  nicht	  ausgeschlossen	  werden.	  
In	  diesem	  Probenkollektiv	  befindet	  sich	  eine	  Probe,	  in	  der	  HCV-­‐Sequenzen	  vom	  Genotyp	  1a	  
und	  Genotyp	  1b	  amplifiziert	  werden	  konnten.	  Es	  handelt	  sich	  um	  den	  Patienten	  i3:	  Für	  das	  
NS3-­‐	  und	  NS5B-­‐Protein	  wurden	  Sequenzen	  amplifiziert,	  die	  dem	  Genotyp	  1b	  zuzuordnen	  sind.	  
Jedoch	  der	  ursprünglich	  bestimmte	  Genotyp	  1a	  fand	  sich	  in	  der	  Sequenz	  des	  NS5A-­‐Proteins	  
wieder.	  Dieses	  Phänomen	  lässt	  sich	  entweder	  durch	  eine	  Doppelinfektion	  durch	  verschiedene	  
Virussubtypen	   oder	   durch	   eine	   durch	   Selektionsdruck	   entstandene	   virale	   Hybridvariante	  
erklären.	  
	  
6.2.4   Genotypen	  
	  
Ein	  weiterer	  möglicher	  Einflussfaktor	  auf	  das	  erfolgreiche	  Amplifizieren	   ist	  der	  Einfluss	  des	  
Genotyps	  auf	  die	  Amplifikation.	  Allerdings	  ist	  aufgrund	  der	  geringen	  Fallzahlen	  dieser	  Arbeit	  
eine	   Aussage	   zur	   Erfolgsquote	   nur	   bedingt	   möglich.	   Jedoch	   ist	   auffallend,	   dass	   die	  
Amplifikation	  bei	  Proben	  des	  Genotyps	  3	  häufiger	  gelang	  als	  für	  Proben	  des	  Genotyps	  1	  (	  
	  
Tabelle	  19).	  Untersuchungen	  zeigten,	  dass	  unterschiedliche	  Genotypen	  eine	  unterschiedliche	  
genetische	   Barriere	   für	   das	   Entwickeln	   von	   bestimmten	   Medikamenten-­‐induzierte-­‐
Mutationen	  aufweisen	  (49).	  
Dies	   spiegelt	   sich	  auch	   in	  den	  SVR	  Raten	   in	  der	  Therapie	  unterschiedlicher	  Genotypen	  mit	  
Sofosbuvir	  und	  Ribavirin	  bei	  Patienten	  ohne	  Leberzirrhose	  wieder.	  Während	  für	  den	  Genotyp	  
3	   SVR-­‐Raten	  von	  85	  –	  94	  %	  erzielt	  werden	  konnten	   (50),	   konnten	  bei	  dem	  Genotyp	  1	  mit	  
derselben	  Therapie	  lediglich	  SVR-­‐Raten	  von	  68	  %	  erreicht	  werden	  (51).	  Passend	  dazu	  ist	  in	  den	  
eigenen	  Versuchen	  die	  Erfolgsquote	  der	  PCR	  für	  den	  GT	  3	  größer	  als	  für	  den	  GT	  1	  (Tabelle	  19:	  
Erfolgsquote	   der	   diagnostischen	   PCRs	   zur	   ResistenzuntersuchungDies	   lässt	   ebenfalls	   den	  
Rückschluss	   zu,	   dass	   unterschiedliche	  Genotypen	   in	   unterschiedlichem	  Maße	  dazu	  neigen,	  
Punktmutationen	  an	  den	  Primerbindungsstellen	  aufzuweisen	  und	  somit	  die	  PCR	  beeinflussen.	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6.3   Prävalenzen	  von	  Therapieresistenzen	  
	  
Ziel	  dieser	  Arbeit	  war	  es,	  ein	  funktionierendes	  Protokoll	  für	  die	  HCV-­‐Resistenztestung	  in	  der	  
klinischen	  Diagnostik	  zu	  entwickeln.	  Die	  Gesamtfallzahl	  von	  45	  Proben	  ist	  zu	  gering,	  um	  eine	  
aussagekräftige	  statistische	  Auswertung	  über	  die	  Prävalenz	  von	  Resistenzen	  durchzuführen	  
und	   war	   aus	   diesem	   Grund	   auch	   kein	   Ziel	   dieser	   Arbeit.	   Trotzdem	   wurden	   die	   erzielten	  
Ergebnisse	  mit	  aktueller	  Studienlage	  verglichen.	  
	  
Exemplarisch	  habe	  ich	  für	  jeden	  Genlocus	  relevante	  Resistenzen	  ausgewählt.	  Diese	  Auswahl	  
erfolgte	  aufgrund	  eines	  häufigen	  Auftretens	  der	  Mutation	  oder	  aufgrund	  der	  Beeinflussung	  
des	  Therapie-­‐Outcomes	  eines	  sehr	  wichtigen	  DAAs.	  
	  
Die	   für	   die	   NS3-­‐Region	   am	   häufigsten	   ermittelte	   RAM	   ist	   die	   80K-­‐Mutation,	   welche	   eine	  
Resistenz	  auf	  das	  Medikament	  Simeprevir	  verursacht.	  Diese	  Varianz	  war	  bei	  sieben	  von	  34	  
Patienten	  zu	  finden,	  was	  einer	  Auftretenshäufigkeit	  von	  20,59	  %	  entspricht.	  Laut	  Fried	  et	  al.	  
ist	   der	   80K	   Polymorphismus	   bei	   10,4	   %	   der	   Patienten	   zu	   finden.	   In	   dieser	   wurde	   ein	  
erheblicher	   Prävalenzunterschied	   bei	   den	   einzelnen	   Genotypen	   ermittelt:	   1,0	   %	   bei	   dem	  
Genotyp	  1b	  im	  Vergleich	  zu	  22,0	  %	  bei	  dem	  Genotyp	  1a	  (52).	  
Eine	   weitere	   relevante	   Mutation	   der	   NS3-­‐Region	   ist	   der	   155K-­‐Polymorphismus.	   Diese	  
verursacht	   eine	   Resistenz	   auf	   das	   Medikament	   Asunaprevir	   und	   Boceprevir	   sowie	   ein	  
vermindertes	  Therapieansprechen	  auf	  Grazoprevir.	  
In	  der	  Untersuchung	  von	  Barnard	  et	  al.	  wurde	  die	  155K	  Mutation	  bei	  zwei	  von	  73	  Patienten	  
des	  Genotyps	  1a	  nachgewiesen.	  Dies	  ergibt	  eine	  Prävalenz	  von	  2,73	  %	  (53).	   In	  der	  eigenen	  
Resistenztestung	  wurde	  die	  Resistenz	  bei	  5,88	  %	  der	  Patienten	  ermittelt.	  
	  
Die	  Resistenzmutation,	  die	  in	  der	  NS5A-­‐Region	  am	  häufigsten	  auftrat,	  war	  die	  31M-­‐Variation.	  
Diese	  Punktmutation	  verursacht	  ein	  vermindertes	  Ansprechen	  des	  Medikaments	  Daclatasvir.	  
Laut	   Studie	  McPhee	   et	   al.	   wurde	   bei	   einem	   von	   sieben	   untersuchten	   Patienten	   die	   31M-­‐
Mutation	   festgestellt.	  Es	  wurden	  hier	  gezielt	  Nullresponder	   (dh.	  weniger	  als	  <2log10-­‐facher	  
Abfall	  der	  HCV	  RNA	  unter	  12-­‐wöchiger	  Interferon-­‐alpha-­‐Therapie)	  des	  Genotyps	  1	  untersucht.	  
Wenn	  man	  diese	  Daten	  zur	  Grundlage	  einer	  Prävalenzbestimmung	  nimmt,	  erhält	  man	  eine	  
Prävalenz	  von	  14,29	  %	  (54).	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Die	  Häufigkeit	  in	  den	  eigenen	  untersuchten	  Proben	  ergibt	  17,78	  %	  (8	  von	  45	  Proben	  enthielten	  
diese	  Mutation).	   In	  meinem	  Probenkollektiv	  wurden	   jedoch	   die	  Genotypen	   1a,	   1b	   und	   3a	  
eingeschlossen.	  Darüber	  hinaus	  wurden	  nicht	  ausschließlich	  Nullresponder,	  sondern	  ebenfalls	  
Patientenproben	  mit	  suffizientem	  Therapieoutcome	  untersucht.	  Wenn	  man	  ausschließlich	  die	  
Nullresponder	  der	  Interferontherapie	  und	  DAA	  Therapie	  (n=20)	  betrachtet,	  konnte	  die	  31M-­‐
Mutation	  bei	   insgesamt	  sieben	  Proben	  festgestellt	  werden.	  Dies	  entspricht	  einer	  Prävalenz	  
von	  35	  %.	  Dass	  in	  der	  eigenen	  Untersuchung	  eine	  deutlich	  höhere	  Prävalenz	  ermittelt	  wurde,	  
könnte	   an	   der	   Tatsache	   liegen,	   dass	   verschiedene	   Genotypen	   (1a,	   1b	   und	   3a)	   untersucht	  
wurden.	  
Auch	  bei	  Fried	  et	  al.	  ergab	  sich	  bei	  der	  Untersuchung	   lediglich	  verschiedener	  Subtypen	  ein	  
erheblicher	  Prävalenzunterschied:	  1,0	  %	  vs.	  22,0	  %	  (52).	  
	  
Für	   die	   NS5B-­‐Region	   habe	   ich	   exemplarisch	   zwei	   Mutationen	   ausgewählt.	  
Die	   in	   der	   eigenen	   Untersuchung	   am	   häufigsten	   vorkommende	   Mutation	   war	   die	   556G-­‐
Variation,	   welche	   ein	   vermindertes	   Therapieansprechen	   bei	   dem	   Medikament	   Dasabuvir	  
verursacht.	  
In	  der	  Publikation	  von	  Kati	  et	  al.	   2015	  wird	   sich	  auf	  die	  European	  HCV-­‐Database	  bezogen,	  
welche	  eine	  Prävalenz	  von	  11	  %	  für	  die	  Punktmutation	  556G	  angibt.	  Diese	  Angabe	  spiegelt	  
sich	  in	  der	  Größenordnung	  auch	  bei	  den	  aus	  den	  eigenen	  Experimenten	  ermittelten	  Prävalenz	  
von	  13,33	  %	  wieder:	  6	  von	  45	  Patienten	  waren	  Träger	  dieser	  Punktmutation.	  Bei	  Kati	  et	  al.	  
2015	  konnte	  die	  556G-­‐Mutation	  beim	  Genotyp	  1a	  bei	  6	  von	  14	  Patienten	  und	  beim	  Genotyp	  
1b	  bei	  1	  von	  12	  Patienten	  ermittelt	  werden	  (55).	  
	  
Eine	   sehr	   relevante	   Punktmutation	   der	   NS5B-­‐Region	   ist	   159F.	   Diese	   verursacht	   ein	  
Therapieversagen	   des	   DAAs	   Sofosbuvir.	   Bei	   Donaldson	   et	   al.	   2015	  wird	   beschrieben,	   dass	  
dieser	   Polymorphismus	   bei	   2,2	   bis	   4,4	   %	   der	   Patienten	   auftrat,	   bei	   welchen	   zuvor	   eine	  
Sofosbuvir	   Behandlung	   während	   klinischer	   Studien	   versagte	   (56).	   In	   den	   selbst	  
durchgeführten	   Untersuchungen	   konnte	   159F	   bei	   5	   von	   45	   Patienten	   festgestellt	   werden	  
(11,11	  %)	  	  
	  
Zusammenfassend	   lässt	   sich	   feststellen,	   dass	   die	   in	   den	   eigenen	   Experimenten	   erzielten	  
Ergebnisse	   weitestgehend	  mit	   der	   aktuellen	   Studienlage	   übereinstimmen.	   Die	   ermittelten	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Häufigkeiten	   befinden	   sich	   häufig	   in	   einer	   ähnlichen	   Größenordnung	   wie	   die	   ermittelten	  
Prävalenzen	  diverser	  Publikationen.	  
	  
6.4   Ethische	  Problematik:	  Hohe	  Therapiekosten	  nach	  Zulassung	  verhinderten	  
den	  Zugang	  zu	  adäquater	  DAA-­‐Therapie	  
	  
Die	   Zulassung	   der	   DAA	   zur	   antiviralen	   Therapie	   der	   Hepatitis	   C	   kann	   man	   durchaus	   als	  
wissenschaftlichen	  Durchbruch	  bezeichnen.	  
Die	  hohen	  Raten	  an	  SVR	  mittels	  DAA-­‐Therapie	  hatten	  mit	  der	  zuvor	  durchgeführten	  Therapie	  
mittels	   Interferon/Ribavirin	   nicht	   erreicht	   werden	   können.	   Doch	   die	   Innovation	   und	   der	  
Therapieerfolg	  spiegelten	  sich	  auch	  in	  den	  enorm	  hohen	  Therapiekosten	  wieder.	  Sofosbuvir	  
erhielt	   2014	   die	   EU-­‐Zulassung.	   Ein	   mehrwöchiger	   Therapiezyklus	   direkt	   nach	   Zulassung	  
kostete	  mehr	  als	  100	  000	  €	  und	  war	  somit	  deutlich	  kostenintensiver	  als	  die	  zuvor	  etablierte	  
Interferon-­‐Ribavirin-­‐Therapie.	  Besonders	   in	  der	  Anfangsphase	   stellten	  die	  Verordnung	  und	  
der	   Erhalt	   der	   DAA-­‐Therapie	   für	   Ärzte	   und	   Patienten	   ein	   erhebliches	   Problem	   dar.	  
Medikamente	  konnten	  per	  se	  grundsätzlich	  zu	  Lasten	  der	  GKV	  verordnet	  werden,	  jedoch	  sind	  
bestimmte	   Voraussetzungen	   zu	   beachten:	   Die	   Zulassung	   eines	   Arzneimittels,	   aktueller	  
Forschungsstand	   (z.B.	   Informationen	   aus	   Leitlinien	   oder	   wissenschaftliche	   Publikationen),	  
Zusatznutzen	  eines	  Arzneimittels	  und	  zuletzt	  das	  Wirtschaftlichkeitsgebot	  (57).	  
Die	  Verordnung	  nach	  aktuellem	  Forschungsstand	  war	  laut	  durchgeführten	  klinischen	  Studien	  
gegeben,	   jedoch	   mussten	   die	   nationalen	   Leitlinien	   zunächst	   aktualisiert	   werden.	   Die	  
Formulierung	   einer	   neuen	   S3-­‐Leitlinie	   bzw.	   von	   Therapieaddenda,	   die	   auch	  mit	  mehreren	  
Fachgesellschaften	   abgestimmt	   werden	   müssen,	   ist	   ein	   komplexer	   und	   langandauernder	  
Prozess.	  Von	  der	   Erstzulassung	  der	  DAA-­‐Medikamente	  bis	   zur	  Anpassung	  der	   Leitlinien	   im	  
Dezember	  2016	  vergingen	  bis	  zu	  2	  Jahre.	  
	  
Seit	   2011	   gilt	   für	   neu	   zugelassene	   Medikamente	   laut	   Arzneimittelneuordnungsgesetz	  
(AMNOG),	  dass	  eine	  Nutzenbewertung	  vorgenommen	  werden	  muss.	  Diese	  bildet	  dann	  die	  
Grundlage	  für	  die	  Preisbildung	  eines	  Arzneimittels.	  
Im	  ersten	  Jahr	  nach	  Zulassung	  wird	  der	  Preis	  vom	  Hersteller	  festgelegt.	  Auch	  im	  ersten	  Jahr	  
nach	   der	   Zulassung	   reicht	   der	   Hersteller	   ein	   Dossier	  mit	   allen	   Forschungsunterlagen	   beim	  	  
G-­‐BA	   ein,	   die	   dann	   eine	   „Vergleichstherapie“	   festlegen.	   Beim	   Institut	   für	   Qualität	   und	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Wirtschaftlichkeit	  im	  Gesundheitswesen	  wird	  ein	  Gutachten	  in	  Auftrag	  gegeben,	  welches	  nach	  
einigen	  Monaten	   veröffentlicht	   wird.	   Der	   G-­‐BA	   fasst	   daraufhin	   einen	   Beschluss	   über	   den	  
Zusatznutzen	   des	   Medikaments.	   Dieser	   Zusatznutzen	   wird	   je	   nach	   Genotyp	   und	  
Patientenfaktoren,	  wie	  Vorbehandlung	  und	  Vorhandensein	  einer	  Zirrhose,	  unterschieden	  und	  
wird	  demzufolge	  nicht	  für	  ein	  Arzneimittel	  pauschal	  ausgestellt	  (57).	  
	  
Auch	  der	  Punkt	  des	  Wirtschaftlichkeitsgebots	  stellte	  ein	  Problem	  für	  die	  DAA-­‐Verordnung	  dar.	  
Nach	   Paragraph	   §12	   SGB	   V	   müssen	   Leistungen	   der	   GKV	   ausreichend,	   zweckmäßig	   sowie	  
wirtschaftlich	   sein	   und	   dürfen	   das	   Maß	   des	   Notwendigen	   nicht	   unterschreiten.	   Bei	   einer	  
gleichwertigen	  Therapie	  ist	  die	  kostengünstigere	  vorzuziehen.	  
	  
Diese	   Bestimmungen	   führten	   in	   der	   Anfangsphase	   der	   Erstzulassung	   der	   DAA	   zu	  
Schwierigkeiten.	  Besonders	  vor	  Aufnahme	  in	  die	  Leitlinie	  wurden	  die	  DAAs	  als	  gleichwertige	  
Therapie	  stark	  angefochten.	  Die	  initial	  eingeschränkte	  Verfügbarkeit	  der	  Arzneimittel	  und	  die	  
berechtigte	  Angst	  der	  Ärzte	  vor	  Regressforderungen	  bei	  Verweigerung	  der	  Kostenübernahme	  
durch	  die	  Krankenkassen	  führten	  zu	  einem	  verringerten	  Zugang	  zur	  adäquaten	  Therapie.	  
	  
Die	  Aufnahme	  der	  DAA	   in	  die	   Leitlinie	   zur	  Therapie	  der	  HCV	  hat	  die	  Situation	  vereinfacht:	  
Ärzte,	  die	  ihren	  Patienten	  eine	  DAA	  Therapie	  verordnen,	  handeln	  nun	  „leitliniengerecht“.	  Eine	  
Kostenübernahmepflicht	  der	  empfohlenen	  Therapie	  nach	  aktuellem	  Forschungsstand	  durch	  
die	  GKV	  kann	  nun	  kaum	  abgestritten	  werden.	  
	  
Die	  Krankenkassen	  stehen	  nun	  vor	  einer	  erheblichen	  finanziellen	  Problematik	  angesichts	  der	  
vielen	   chronisch	   HCV-­‐Infizierten	   mit	   Anspruch	   auf	   eine	   adäquate	   Therapie.	   Ein	  
Lösungsversuch	   ist	   der	   Abschluss	   von	   Rabattverträgen	   bestimmter	   Krankenkassen	   mit	  
Arzneimittelherstellern.	   Jedoch	   auch	   das	   stellt	   die	   Ärzte	   vor	   Probleme:	  Der	  Grundsatz	   der	  
wirtschaftlichen	   Verordnung	   kann	   bei	   Unkenntnis	   der	   bestehenden	   Rabattverträge	   nicht	  
durchgeführt	  werden	  (58).	  
Darüber	  hinaus	  ist	  es	  vorstellbar,	  dass	  eine	  Abweichung	  von	  den	  Krankenkassen	  bevorzugten	  
Arzneimitteln	  laut	  Rabattverträgen	  in	  bestimmten	  Fällen	  auch	  notwendig	  sein	  kann.	  Denkbar	  
ist	   dies	   bei	   bestimmten	   Zulassungsvoraussetzungen	   für	   Patienten	   mit	   weiteren	  
Komorbiditäten	  wie	  z.B.	  Niereninsuffzienz	  (bzw.	  hepatorenales	  Syndrom).	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Die	   Probleme	   HCV-­‐Patienten	   eine	   adäquate	   DAA-­‐Therapie	   zukommen	   zu	   lassen,	   ist	  
bedauerlicherweise	  ein	  Beispiel	  für	  die	  gesellschaftliche	  Entwicklung,	  dass	  Medizin	  weniger	  
Ethik	   im	   Sinne	   des	   Patientenwohls,	   sondern	   hauptsächlich	   wirtschaftlichen	   Interessen	  
untergeordnet	   ist.	  Die	   Einführung	  der	  DAAs	   gleicht	   einem	  Dilemma:	   Eine	  erfolgreiche	  und	  
nebenwirkungsarme	  Heilung	  der	  Hepatitis	  C	   ist	  möglich,	  wird	   jedoch	  aufgrund	  der	   immens	  
hohen	   von	   den	   Arzneimittelherstellern	   festgelegten	   Kosten	   von	   den	   Krankenkassen	   nur	  
widerstrebend	   getragen.	   Natürlich	   würde	   eine	   gleichzeitige	   Therapie	   aller	   chronisch	   HCV-­‐
Infizierten	  zu	  Kosten	  im	  Milliardenbereich	  führen	  und	  es	  ist	  verständlich,	  dass	  die	  GKV	  initial	  
vor	   erheblichen	   finanziellen	   Ausgaben	   stehen	   würde.	   Dass	   hierbei	   in	   toto	   Mehrkosten	  
entstehen,	  halte	   ich	   jedoch	  für	  einen	  Trugschluss:	   Ich	  vertrete	  die	  Ansicht,	  dass	  der	   jetzige	  
Versuch	   der	   Einsparung	   der	   Therapiekosten	   kontraproduktiv	   ist	   und	   am	   Ende	   durch	   die	  
Behandlungskosten	  der	  chronisch	  HCV-­‐Infizierten	  noch	  größere	  Ausgaben	  verursachen	  wird.	  
Diese	  Meinung	  wird	  auch	  von	  führenden	  Experten	  der	  HCV	  Therapie,	  wie	  Stephan	  Zeuzem,	  
vertreten:	  „Man	  kann	  davon	  ausgehen,	  dass	  die	  Krankenkassen	  die	  Mehrkosten,	  die	  jetzt	  für	  
die	   Behandlung	   der	   Hepatitis-­‐C-­‐Patienten	   entstehen,	   in	   den	   kommenden	   Jahren	   wieder	  
einsparen,	  weil	  sich	  Kosten	  für	  die	  Behandlung	  von	  Komplikationen	  der	  chronischen	  Hepatitis	  
C	  wie	  Leberzirrhose	  oder	  Leberkrebs	  reduzieren“	  (58).	  
	  
Zum	  Abschluss	  möchte	   ich	   betonen,	   dass	   unabhängig	   von	   allen	   finanziellen	   Faktoren	   eine	  
Behandlung	   im	   Sinne	   des	   Patientenwohls	   den	   höchsten	   Stellenwert	   einnehmen	   sollte.	  
Vermeintliche	  Wirtschaftlichkeit	  ist	  unter	  diesen	  Umständen	  vernachlässigbar.	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Einleitung:	   Laut	   Schätzungen	  der	  WHO	  sind	  150.000.000	  Menschen	  mit	   einer	   chronischen	  
Hepatitis	  C	  infiziert	  und	  700.000	  sterben	  jährlich	  an	  den	  Folgen	  der	  Erkrankung.	  Die	  antivirale	  
Therapie	  der	  Vergangenheit	  wurde	  mittels	  Interferon	  alpha	  und	  Ribavirin	  durchgeführt.	  Diese	  
Therapie	  war	   für	   die	   Patienten	  mit	   unerwünschten	  Arzneimittelwirkungen	   verbunden	   und	  
führte	   in	   vielen	   Fällen	   nicht	   zu	   einem	   anhaltenden	   virologischen	   Ansprechen	   (SVR)	   nach	  
Therapieende.	  Seit	  Einführung	  der	  Direct	  Acting	  Antivirals	  (DAA)	  können	  in	  der	  Therapie	  der	  
chronischen	  Hepatitis	  C	  SVR-­‐Raten	  von	  über	  90	  %	  erreicht	  werden.	  Therapieversagen	  sind	  auf	  
Resistance	  Associated	  Mutations	  (RAM)	  in	  der	  NS3-­‐,	  NS5A-­‐	  oder	  NS5B-­‐Region	  zurückzuführen.	  
	  
Fragestellung:	  Die	  Entwicklung	  einer	  Methode	  zur	  genotypspezifischen	  Resistenztestung,	  die	  
neben	   Forschungsaspekten	   vor	   allem	   auch	   für	   den	   Einsatz	   in	   der	   virologischen	  Diagnostik	  
geeignet	   ist,	   ist	   Gegenstand	   dieser	   Arbeit.	   Aufgrund	   der	   Häufigkeitsverteilung	   der	   HCV-­‐
Genotypen	   in	  Deutschland	  wurde	  die	  Entwicklung	  einer	  Resistenztestungsmethode	  auf	  die	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Genotypen	  1b,	  1a	  und	  3a	  eingegrenzt.	  Im	  Fokus	  dieser	  Arbeit	  standen	  die	  NS3-­‐,	  NS5A-­‐	  und	  
NS5B-­‐Regionen.	  An	  diesen	  Regionen	  greifen	  die	  DAAs	  in	  den	  Replikationszyklus	  ein.	  
	  
Material	  und	  Methoden:	  Zur	  Durchführung	  der	  Resistenztestung	  wurde	  sich	  für	  die	  nested-­‐	  
bzw.	   seminested-­‐PCR	   entschieden.	   Nach	   reverser	   Transkription	   der	   viralen	   RNA	   und	  
anschließender	   Amplifikation	   der	   entstandenen	   cDNA	   wurde	   eine	   präparative	  
Gelelektrophorese	  durchgeführt.	  Spezifische	  Banden	  wurden	  manuell	  extrahiert,	  aufbereitet	  
und	  nach	  der	  Sanger-­‐Methode	  sequenziert.	  Die	  Sequenzen	  wurden	  mit	  Geneious	  dargestellt	  
und	   ggf.	   manuell	   nachbearbeitet.	   Mittels	   geno2pheno-­‐Onlinedatenbank	   (10)	   wurden	   die	  
Sequenzen	  auf	  vorhandene	  Resistenzmutationen	  gegenüber	  DAA	  untersucht.	  Es	  wurden	  45	  
archivierte	  Serumproben	  der	  Genotypen	  1a,	  1b	  und	  3a	  mit	  sich	  unterscheidender	  Viruslast	  
und	   Vortherapie	   ausgewählt,	   um	   die	   Methode	   unter	   möglichst	   realistischen	  
Untersuchungsbedingungen	  zu	  testen.	  
	  
Ergebnisse:	   Es	   wurden	   genotyp-­‐	   und	   genlocusspezifische	   Primersequenzen	   und	   PCR-­‐
Protokolle	  für	  die	  drei	  viralen	  Genregionen	  NS3,	  NS5A	  und	  NS5B	  entworfen.	  Eine	  single-­‐step-­‐
PCR	  war	  in	  vielen	  Fällen	  zur	  erfolgreichen	  Amplifikation	  nicht	  ausreichend,	  aus	  diesem	  Grund	  
wurde	   die	   Resistenztestung	  mittels	   (semi)nested-­‐PCR	   durchgeführt.	   Je	   nach	   Genotyp	   und	  
Region	  konnten	  86	  –	  100	  %	  der	  Proben	  erfolgreich	  amplifiziert	  und	  sequenziert	  werden.	  Eine	  
anschließend	   durchgeführte	   Resistenzanalyse	   erlaubte	   die	   Untersuchung	   von	   Trends	  
bezüglich	   des	   Zusammenhangs	   zwischen	   der	   Art	   der	   Vortherapie	   und	   dem	   Auftreten	   von	  
Resistenzmutationen.	   Eine	   statistische	  Auswertung	  war	  nicht	   Ziel	   dieser	  Arbeit	   und	  wurde	  
aufgrund	  der	  geringen	  Probenanzahl	  nicht	  durchgeführt.	  
	  
Diskussion:	   Es	   gelang	   in	   dieser	   Arbeit	   ein	   Protokoll	   zu	   entwickeln,	   welches	   sich	   für	   HCV-­‐
Resistenzanalysen	   mit	   Einsatz	   in	   der	   klinisch-­‐virologischen	   Diagnostik	   der	   in	   Deutschland	  
häufigsten	  Genotypen	  1a,	  1b	  und	  3a	  eignet.	  Erfreulicherweise	  wird	  dieses	  Protokoll	  zur	  HCV-­‐
Resistenztestung	  im	  Institut	  für	  Virologie	  des	  Universitätsklinikums	  Leipzig	  angewandt.	  Durch	  
die	   nested-­‐PCR	   können	   die	   Anteile	   der	   NS3-­‐,	   NS5A-­‐	   und	   NS5B-­‐Regionen,	   die	   Resistenz-­‐
assoziierten	   Mutationen	   enthalten,	   sicher	   amplifiziert	   und	   sequenziert	   werden.	  
Fehlamplifikationen	   sind	   am	   ehesten	   aufgrund	   von	   Punktmutationen	   an	   den	  
Primerbindungsstellen	   zu	   erklären.	   Durch	   Selektionsdruck,	   fehlende	   proof-­‐reading-­‐
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Mechanismen	   und	   die	   Ungenauigkeit	   der	   Replikation	   durch	   die	   RNA-­‐abhängige-­‐RNA-­‐
Polymerase	   ist	  die	  Rate	  an	  Neumutationen	  bei	  HCV	  hoch	   (6).	   Eine	  wesentliche	  Option	   zur	  
Verbesserung	   der	   HCV-­‐Resistenztestung	   wäre	   die	   Entwicklung	   eines	   Protokolls,	   welches	  
universell	  für	  alle	  Genotypen	  anwendbar	  ist.	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Die	  folgende	  Tabelle	  zeigt	  eine	  Auflistung	  der	  Resistenzmutationen	  nach	  geno2pheno[hcv].	  
(43).	   Diese	   HCV-­‐Resistenz-­‐Datenbank	   ist	   frei	   online	   einsehbar	   und	   wird	   regelmäßig	  
überarbeitet.	  Die	  letzte	  Aktualisierung	  erfolgte	  im	  Dezember	  2017.	  
Nach	  dem	  Beginn	  der	  Untersuchung	  im	  Jahr	  2015	  wurden	  die	  DAA	  Glecaprevir,	  Prebentasvir	  
und	  Voxilaprevir	  zugelassen.	  Resistenzen	  gegenüber	  diese	  DAA	  sind	  in	  den	  Resistenzanalysen	  
nicht	  berücksichtigt.	  Zum	  Startzeitpunkt	  der	  Untersuchungen	  im	  Jahr	  2015	  waren	  keine	  NS3-­‐
Serinproteaseinhibitoren	   für	   den	   Genotyp	   3a	   zugelassen,	   aus	   diesem	   Grund	   wurde	   diese	  
Region	  in	  der	  Resistenztestung	  nicht	  berücksichtigt.	  
	  
Tabelle	  25:	  Auflistung	  von	  Resistenzmutationen	  nach	  geno2pheno[hcv]	  
Medikament	   Region	   Punkt-­‐mutation	   Subtyp	  
Grad	  der	  
Therapieresistenz	   Referenz	  
Asunaprevir	   NS3	   36A	   1a/1b	   reduced	  
susceptibility	  
(59)	  
Asunaprevir	   NS3	   80K	   1b	   reduced	  
susceptibility	  
(59)	  
Asunaprevir	   NS3	   155K/S/T/V	   1a/1b	   resistant	   (59),	  (60)	  	  
Boceprevir	   NS3	   36A	   1	   resistant	   (61)	  
Boceprevir	   NS3	   54S	   1	   resistant	   (61)	  
Boceprevir	   NS3	   155K	   1	   resistant	   (61)	  
Boceprevir	   NS3	   156S	   1	   resistant	   (61)	  
Boceprevir	   NS3	   170T	   1	   reduced	  
susceptibility	  
(61)	  
Daclatasvir	   NS5A	   28T	   1a	   resistant	   (62)	  
Daclatasvir	   NS5A	   28M	  
30H	  
4a	   resistant	   (63)	  
Daclatasvir	   NS5A	   30H	   1a,	  4a	   resistant	   (62)	  
Daclatasvir	   NS5A	   31M	   1b	   reduced	  
susceptibility	  
(64)	  
Daclatasvir	   NS5A	   31M	   1a	   resistant	   (62)	  
Daclatasvir	   NS5A	   31M	   3a	   resistant	   (65)	  
Daclatasvir	   NS5A	   93H	   1b,	  4a	   resistant	   (64)	  
Daclatasvir	   NS5A	   93H	   3	   resistant	   (65)	  
Dasabuvir	   NS5B	   556G	   1a,	  1b	   resistant	   (55)	  
	   71	  
Dasabuvir	   NS5B	   556N	   1a	   resistant	   (55)	  
Elbasvir	   NS5A	   28T	   1a	   resistant	   (66)	  
Elbasvir	   NS5A	   30H	   1a	   resistant	   (66)	  
Elbasvir	   NS5A	   31M	   1a,1b	   resistant	   (66)	  
Elbasvir	   NS5A	   93H	   1a/1b	   resistant	   (66)	  
Grazoprevir	   NS3	   36A	   1b	   reduced	  
susceptibility	  
(67)	  
Grazoprevir	   NS3	   155K	   1a	   reduced	  
susceptibility	  
(67)	  
Grazoprevir	   NS3	   168V	   1a	   resistant	   (68)	  
Ledipasvir	   NS5A	   28T	   1a	   resistant	   (62)	  
Ledipasvir	   NS5A	   30H	   4	   resistant	   (63)	  
Ledipasvir	   NS5A	   30H	   1a	   resistant	   (62)	  
Ledipasvir	   NS5A	   31M	   1a	   resistant	   (62)	  
Ledipasvir	   NS5A	   93H	   1a,	  1b	   resistant	   (62)	  
Ledipasvir	   NS5A	   93H	   3	   resistant	   (65)	  
Ledipasvir	   NS5A	   93H	   1a	   resistant	   (62)	  
Ombitasvir	   NS5A	   28T	   1a/1b	   resistant	   (69)	  
Ombitasvir	   NS5A	   93H	   1a	   resistant	   (69)	  
Ombitasvir	   NS5A	   93H	   1b	   resistant	   (69)	  
Paritaprevir	   NS3	   155K	   1a,	  4,	  5a	   reduced	  
susceptibility	  
(60)	  
Paritaprevir	   NS3	   155K	   1a	   resistant	   (66)	  
Paritaprevir	   NS3	   155K	   1b	   reduced	  
susceptibility	  
(70)	  
Paritaprevir	   NS3	   168V	   1a	   resistant	   (70)	  
Paritaprevir	   NS3	   168V	   1b	   resistant	   (71)	  
Simeprevir	   NS3	   36A	   1	   reduced	  
susceptibility	  
(61)	  
Simeprevir	   NS3	   80K	   1	   resistant	   (72)	  
Simeprevir	   NS3	   155K	   1	   resistant	   (61)	  
Simeprevir	   NS3	   155K	   4	   resistant	   (60)	  
Simeprevir	   NS3	   168V	   1,	  4	   resistant	   (61)	  
Simeprevir	   NS3	   170T	   1	   resistant	   (61)	  





Telaprevir	   NS3	   36A	   1	   resistant	   (73)	  
Telaprevir	   NS3	   54S	   1	   reduced	  
susceptibility	  
(72),	  (73)	  
Telaprevir	   NS3	   155K	   1	   resistant	   (61)	  
	   	  
	   72	  
Telaprevir	   NS3	   156S	   1	   resistant	   (61)	  
Velpatasvir	   NS5A	   30H/R	  
31M	  
93H	  
1a	   resistant	   (74)	  
Velpatasvir	   NS5A	   31M	   3a	   reduced	  
susceptibility	  
(74)	  
Velpatasvir	   NS5A	   93H	   3a	   resistant	   (74)	  	  
	  
	   	  




Erklärung	  über	  die	  eigenständige	  Abfassung	  der	  Arbeit	  
	  
	  
Hiermit	  erkläre	  ich,	  dass	  ich	  die	  vorliegende	  Arbeit	  selbstständig	  und	  ohne	  unzulässige	  Hilfe	  
oder	  Benutzung	  anderer	  als	  der	  angegebenen	  Hilfsmittel	  angefertigt	  habe.	  Ich	  versichere,	  
dass	  Dritte	  von	  mir	  weder	  unmittelbar	  noch	  mittelbar	  eine	  Vergütung	  oder	  geldwerte	  
Leistungen	  für	  Arbeiten	  erhalten	  haben,	  die	  im	  Zusammenhang	  mit	  dem	  Inhalt	  der	  
vorgelegten	  Dissertation	  stehen,	  und	  dass	  die	  vorgelegte	  Arbeit	  weder	  im	  Inland	  noch	  im	  
Ausland	  in	  gleicher	  oder	  ähnlicher	  Form	  einer	  anderen	  Prüfungsbehörde	  zum	  Zweck	  einer	  
Promotion	  oder	  eines	  anderen	  Prüfungsverfahrens	  vorgelegt	  wurde.	  Alles	  aus	  anderen	  
Quellen	  und	  von	  anderen	  Personen	  übernommene	  Material,	  das	  in	  der	  Arbeit	  verwendet	  
wurde	  oder	  auf	  das	  direkt	  Bezug	  genommen	  wird,	  wurde	  als	  solches	  kenntlich	  gemacht.	  
Insbesondere	  wurden	  alle	  Personen	  genannt,	  die	  direkt	  an	  der	  Entstehung	  der	  vorliegenden	  
Arbeit	  beteiligt	  waren.	  Die	  aktuellen	  gesetzlichen	  Vorgaben	  in	  Bezug	  auf	  die	  Zulassung	  der	  
klinischen	  Studien,	  die	  Bestimmungen	  des	  Tierschutzgesetzes,	  die	  Bestimmungen	  des	  
Gentechnikgesetzes	  und	  die	  allgemeinen	  Datenschutzbestimmungen	  wurden	  eingehalten.	  
Ich	  versichere,	  dass	  ich	  die	  Regelungen	  der	  Satzung	  der	  Universität	  Leipzig	  zur	  Sicherung	  




…………………………………	   	   	   	   	   	   …………………………………	  
Datum	  	   	   	   	   	   	   	   	   Unterschrift	  
	  
	   	  




Mein	  Dank	  geht	  an	  zahlreiche	  Personen,	  die	  an	  der	  Fertigstellung	  dieser	  Arbeit	  mitgewirkt	  
haben.	  
	  
An	  Prof.	  Dr.	  Liebert	  für	  die	  Bereitstellung	  des	  Themas	  sowie	  für	  Anleitung	  und	  Hinweise.	  
Insbesondere	  danke	  ich	  Ihnen	  für	  die	  sehr	  gute	  Betreuung	  durch	  zeitnahe	  Hilfestellungen	  bei	  
Problemen.	  
	  
An	  Melanie	  Maier	  für	  ständige	  fachliche,	  praktische	  und	  technische	  Hilfestellungen	  sowie	  
dem	  Teilen	  von	  Erfahrungswerten.	  
	  
An	  Sandra	  Bergs	  für	  die	  Einarbeitung	  in	  die	  Labortätigkeit,	  dem	  Beistehen	  mit	  Rat	  und	  Tat	  
bei	  Problemen	  und	  ihrer	  dabei	  stets	  freundlichen	  und	  hilfsbereiten	  Art.	  
	  
An	  alle	  Mitarbeiter	  des	  Instituts	  für	  Virologie	  für	  das	  kollegiale	  Zusammenarbeiten	  und	  das	  
gute	  Arbeitsklima.	  
	  
An	  alle	  Freunde	  und	  Verwandte,	  die	  mich	  stets	  motivierten,	  durch	  regelmäßiges	  Erkundigen	  
Anteil	  nahmen	  und	  mich	  unterstützen.	  Ich	  bedanke	  mich	  bei	  Andrea	  für	  das	  Korrekturlesen.	  
Vielen	  Dank	  an	  Lennart	  für	  seine	  Hilfe	  und	  das	  Ertragen	  meiner	  Person	  in	  der	  finalen	  Phase.	  
	  
Ein	  besonderer	  Dank	  geht	  an	  meine	  Eltern,	  die	  ihre	  Rolle	  als	  meine	  größten	  Befürworter	  
noch	  immer	  innehaben	  und	  mir	  sowohl	  durch	  ihre	  Erziehung	  als	  auch	  durch	  ihre	  
Unterstützung	  mein	  wissenschaftliches	  Arbeiten	  erst	  ermöglichten.	  
